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Abstract
Abstract
The Respiration Activity MOnitoring System (RAMOS) is an established device to measure
on-line the oxygen transfer rate (OTR), thereby, yielding relevant information about metabolic
activities of microorganisms and cells during shake flask fermentations. For very fast-growing
microbes, however, the RAMOS technique provides too few data points for the OTR. Thus, this
current study presents a new model based evaluation method for generating much more data
points to enhance the precision of OTR measurements.
The conventional method of calculating OTR in RAMOS is inadequate and, hence, not suita-
ble for raising the data density of the OTR. Instead of assuming a steady state the new calibration
strategy also considers the dynamic behavior of the gas headspace volume. By applying a com-
plete oxygen headspace balance and data approximation methods a higher data density can be
generated.
Cultivations with E. coli BL21 pRSET eYFP-IL6 have shown that short diauxic and even tri-
auxic metabolic activities can be detected with much more detail compared to the conventional
evaluation. During oxygen limitations, a decline of the OTR during the stop phases, which occur
when the inlet and outlet valves of the RAMOS flask are closed for calibrating the oxygen sensor,
were also detected. These declines reflect a reduced oxygen transfer due to the stop phases. In
contrast to the conventional calculation method the new method is almost independent from the
number of stop phases chosen in the experiments.
This new calculation method unveils new peaks of metabolic activity which otherwise would
not have been resolved by the conventional RAMOS evaluation method. The new method yields
substantially more OTR and CTR data points, thereby, enhancing the information content and
the precision of the measurements. Furthermore, short oxygen limitations can be detected by a
Abstract
decrease of the OTR during the stop phases.
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1. Einleitung
Die Messung von Sauerstofftransferraten (OTR) , Kohlendioxidtransferraten (CTR) und respira-
torischen Quotienten (RQ) ist ein sehr nützliches Mittel, zur Überwachung, Kontrolle und Ent-
wicklung von biotechnologischen Prozessen (Garcia-Ochoa u. a. 2010). Während für gerührte
Fermenter hierfür schon seit längerer Zeit Techniken etabliert sind, sind die Entwicklungen für
geschüttelte Systeme, die bei weitem den Hauptteil aller Bioreaktoren ausmachen, noch jung
und überschaubar (Garcia-Ochoa u. a. 2010; Büchs 2001; Suresh u. a. 2009; Freyer u. a. 2004).
Dennoch kommt der online-Analytik gerade in geschüttelten Reaktoren eine große Bedeutung
zu, da diese vorrangig in einer sehr frühen Phase der Prozessentwicklung zum Einsatz kommen.
Dabei können Fehlentscheidungen durch mangelnde Systemkenntnis weitreichende Folgen für
die Produktivität des späteren Prozesses haben (Büchs 2001).
Um Atmungsraten auch im Schüttelkolben online messen zu können, wurde am Lehrstuhl für
Bioverfahrenstechnik der RWTH Aachen das Respiration Activity Monitoring System (RAMOS)
entwickelt. Es liefert Messdaten für OTR, CTR und RQ im Schüttelkolben (Anderlei und Büchs
2001; Büchs und Anderlei 2001; Anderlei und Büchs 1999; Anderlei u. a. 2004). Hierbei werden
modifizierte Erlenmeyer-Kolben verwendet, die mit einem Sauerstoff- und einem Drucksensor in
der Gasphase ausgestattet sind. Die Begasung dieser RAMOS-Kolben wird in zwei verschiede-
nen Phasen (Spül- und Stopphase) zyklisch gesteuert. In der Spülphase wird die diffusive Bega-
sung eines herkömmlichen Erlenmeyerkolbens über einen Wattestopfen durch eine äquivalente
konvektive Begasung ersetzt. Durch das gezielte Aussetzten dieser Begasung in regelmäßigen
zeitlichen Abständen in der Stoppphase werden die in dieser Zeit ermittelten Signale aus den
Sensoren zur Berechnung von OTR, CTR und RQ genutzt (Anderlei und Büchs 2001; Anderlei
u. a. 2004). Man erhält ein quasi-kontinuierliches Signal aus diskreten Punkten. In der Praxis hat
sich ein 30 minütiger Abstand dieser Zyklen bewährt, was zu zwei Messpunkten pro Stunde führt.
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Seit seiner Entwicklung wurde RAMOS vielfach erfolgreich eingesetzt. So eignet sich das Mess-
verfahren, um Sauerstofflimitierungen zu erkennen (Pena u. a. 2007; Samorski u. a. 2005; Han-
sen u. a. 2011) oder sogar Einflüsse von Sauerstofflimitierungen auf die Produktbildung gezielt
zu nutzen (Guez u. a. 2008; Zimmermann u. a. 2006; Mehmood u. a. 2011). Auf gleiche Wei-
se lassen sich maximale Sauerstofftransferkapazitäten im Schüttelkolben ermitteln (Akgün u. a.
2008; Seletzky u. a. 2007b, 2006a; Kensy u. a. 2005a). Maier u.a. (2004) nutzten RAMOS zur
Validierung eines Modells zur Beschreibung von kLa-Werten und maximalen Sauerstofftransfer-
kapazitäten im Schüttelkolben eines 1 M Sulfitsystems.
Mit RAMOS können mehrere Kolben parallel auf einer Anlage untersucht werden. Aus diesem
Grund eignet sich das System sehr gut als Screeningwerkzeug von Mikroorganismenstämmen
(Stöckmann u. a. 2009; Scheidle u. a. 2010; Silberbach u. a. 2003; Stöckmann u. a. 2003). Ein-
satzgebiete von RAMOS finden sich weiterhin in der Medienoptimierung (Losen u. a. 2004; Kle-
ment u. a. 2011; Kunze u. a. 2011), der Untersuchung von Zweitsubtratlimitierungen (Kottmeier
u. a. 2009, 2010; Huber u. a. 2011) und der Untersuchung von Enzymveränderungen auf Wachs-
tum und Produktbildung (Palmen u. a. 2010). Auch lassen sich mit RAMOS Stresseinflüsse wie
C-Quellen-Mangel, anaerobe Bedingungen, Osmolarität und pH auf das Wachstum untersuchen
(Seletzky u. a. 2006b). Der Vorteil ist hier, dass durch die nicht invasive online-Messung der
Schüttelprozess zur Messdatenerfassung nicht unterbrochen werden muss und somit kein zusätz-
licher Stress entsteht.
Durch den hohen Informationsgehalt der Atmungsraten kann RAMOS auch vorteilhaft zur Pro-
zessentwicklung und -optimierung genutzt werden. Huber u.a. (2009) entwickelten mit Hilfe
von RAMOS eine Methode zur Synchronisation von Vorkulturen und optimierten damit Kultivie-
rungsbedingungen für Hochdurchsatzscreenings. Jeude u.a. (2006) benutzten RAMOS zur Ent-
wicklung von Freisetzungssystemen zur Fed-batchkultivierung von Mikroorganismen im Schüt-
telkolben. Scheidle u.a. (2011) verwendeten RAMOS zur Prozessoptimierung von Schüttelkol-
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benfermentationen mit pH-kontrollierenden Freisetzungssystemen. Kunze u.a. (2011) konnten
mit Hilfe von RAMOS von OTR-Kurven auf die Produktbildung verschiedener E.coli-Klone
schließen. Die Eignung von RAMOS als nützliches Werkzeug für die Prozessentwicklung photo-
syntetischer Pflanzenzellkulturen wurde ebenso gezeigt (Rechmann u. a. 2007), wie die Verwen-
dung für tierische Zellkulturen (Jänicke u. a.). Freyer u.a. (2004) benutzten einen Prototyp von
RAMOS zum Downscale vom technischen Maßstab in den Kleinkulturmaßstab und zur Validie-
rung von Screeningexperimenten in Schüttelkolben.
Auch für Prozessentwicklungen in gerührten Fermentern hat sich die RAMOS-Technik als nütz-
lich erwiesen. So wurde gezeigt, dass die gemessene Atmung in RAMOS und im Fermenter
sehr ähnlich sein können (Seletzky u. a. 2007a). Daher können Experimente, die traditionell nur
im gerührten Fermenter durchgeführt wurden, unter definierten Bedingungen auch im Schüttel-
kolben betrieben werden. Darüber hinaus ist die Nutzung von RAMOS zur Überwachung von
geschüttelten Vorkulturen für gerührte Fermenter hilfreich und ermöglicht eine möglichst vitale
Vorkultur beim Animpfen der Hauptkultur (Knabben u. a. 2010b,a; Knoll u. a. 2007; Knabben
u. a. 2011). Somit kann die Vorkultur gezielt erst kurz vor dem Ende der exponentiellen Phase in
die Hauptkultur überführt werden.
Weiterentwicklungen der RAMOS-Technik bezogen sich in den letzten Jahren vor allem auf
die Hardware der Messanlage. Kensy u.a. (2005b) führten eine Mikro-RAMOS ein, um die OTR
integral über alle Wells einer Mikrotiterplatte zu messen. Scheidle u.a. (2007) kombinierten RA-
MOS mit einer optischen online-pH-Messung. Bähr u.a. (2011) präsentierten einen klebtechnisch
gefertigten RAMOS-Kolben, mit dem das Kopfraumvolumen reduziert werden konnte.
Das Messprinzip hingegen blieb seit Einführung der RAMOS-Technik unverändert. Eine Erhö-
hung der Messdatendichte, wie sie bei schnell atmenden Kulturen wünschenswert wäre, muss
daher mit einer Verringerung der Messzyklenabstände einhergehen. Dies führt zwangsläufig zu
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häufigeren Veränderungen der Gasphasenzusammensetzung im Vergleich zum normalen Erlen-
meyerkolben und schränkt damit die Vergleichbarkeit beider Systeme ein. Im Rahmen dieser
Arbeit soll daher ein Auswertungsalgorithmus entwickelt werden, der deutlich höhere Messda-
tendichten ermöglicht, ohne das System zusätzlich zu stören. Dafür müssen zur Berechnung der
Atmungsraten auch die Spülphasen herangezogen werden.
Da durch den Einsatz eines entsprechenden Sensors auch in den Spülphasen der Sauerstoffpar-
tialdruck kontinuierlich aufgenommen wird, kann dieser ohne Erweiterungen der Hardware zur
Ermittlung der OTRs genutzt werden. Dafür ist ein erweiterter Auswertungsalgorithmus zu entwi-
ckeln, der die Messdaten für eine Berechung der OTRs zugänglich macht. In diesem Zusammen-
hang soll auch der Steady-state-Ansatz zur Kalibrierung der Sensoren überprüft und bei Bedarf
durch einen dynamischen Ansatz ersetzt werden.
Eine Bestimmung der CTRs in der Spülphase kann mit den bisher eingesetzten Differenzdruck-
sensoren allerdings nicht gelingen, da der Kolben während der Spülphase nicht druckdicht von
der Umgebung abgeschlossen ist. Es ist somit eine Erweiterung der Messtechnik nötig, die mit
Hilfe von Infrarot-CO2-Sensoren realisiert werden soll. Mit diesen soll der Kohlendioxidpartial-
druck im Kopfraum des Kolbens ermittelt und daraus über einen erweiterten Auswertungsalgo-
rithmus der CTR berechnet werden.
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2. Theoretische Grundlagen
2.1. Aufbau der RAMOS-Anlage
Die RAMOS-Anlagen, wie sie an der AVT.BioVT zur Verfügung stehen (siehe Abbildung 2.1
links), bestehen aus einem Tablar mit Kolbenhalterung, modifizierten Erlenmeyerkolben, Senso-
ren, einem Begasungssystem, einer Ansteuerungs- und Messdatenerfassungselektronik sowie ei-
nem Computer mit Software. Auf dem Kolbenhalterungskranz können bis zu 8 RAMOS-Kolben
ringförmig auf dem Tablar angeordnet und fixiert werden. Das Tablar kann auf handelsübliche
Orbitalschüttler eingespannt werden.
Abbildung 2.1: RAMOS-Anlage an der AVT.BioVT (links) und RAMOS-Kolben mit Stutzen
für Zuluft, Abluft, Inokulation und Probennahme sowie Sauerstoffsensor (rechts)
Die Kolben sind modifizierte 250 mL-Erlenmeyerkolben, die nur oberhalb des Bereiches, in
dem sich der Flüssigkeitskörper bewegt, glasbläserisch modifiziert wurden. Auf diese Weise
wird sicher gestellt, dass im RAMOS-Kolben die selbe Hydrodynamik vorliegt, wie in einem
Erlenmeyerkolben (Anderlei 2001; Anderlei und Büchs 2001; Anderlei u. a. 2004). Die RAMOS-
Kolben verfügen, wie in Abbildung 2.1 rechts gezeigt, über jeweils einen Zuluft-, Abluft-, sowie
Animpfstutzen und über eine Öffnung zur Fixierung einer Fassung für den Sauerstoffsensor. Alle
diese Stutzen sind mit einem Gewinde versehen. Auf die Öffnung zur Fixierung der Sauerstoff-
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sensorfassung wird eine Sensorhalterung aus PEEK geschraubt, die mit einer integrierten Steril-
membran den Kolbeninnenraum vom Sensor trennt und den Kolben somit ohne Sauerstoffsensor
autoklavierbar macht. Als Sauerstoffsensoren werden die elektrochemischen Sensoren MAX 250
von Maxtec (Salt Lake City, Utah, USA) verwendet.
Abbildung 2.2 zeigt den Aufbau der RAMOS-Anlage. Die Luftzufuhr erfolgt über einen Mas-
sendurchflussregler, der über einen Druckminderer mit Druckluft versorgt wird. Es werden Mas-
sendurchflussregler des Typs 5850 TR von Brooks (Hatfield, PA, USA) verwendet, sowie in
einigen Fällen Geräte das Typs 4850. Der Massendurchflussregler wird mit Hilfe eines Netzteils
angesteuert, welches zwei Zustände zulässt. Diese werden auf 80 mLN /min und 480 mLN /min ein-
gestellt, um die 8 Kolben jeweils mit Normvolumenströmen von 10 mLN /min (Low-Flow) bzw.
60 mLN /min (High-Flow) versorgen zu können. Die Luftleitungen bestehen aus Tygonschläu-
chen. Die gleichmäßige Verteilung der Zuluft wird über einen Kapillarblock realisiert, in dem
die gesamte Zuluft auf 8 Kapillare (Teflon Tubing blue 1/16 ID 0,25 mm, ERC) verteilt wird, die
allesamt den gleichen Druckverlust aufweisen. Da diese Kapillare den größten Strömungswider-
stand im System darstellen, liegt hinter jeder Kapillare der gleiche Zuluftstrom an. Diese werden
in die acht Einlassventile der Anlage geführt. Die Einlassventile sind 3/2-Wege-Flipper-Ventile
(Typ 6124 von Bürkert, Ingelfingen, Deutschland) und liegen entweder im Zustand „offen“ oder
„geschlossen“ vor. Bei geöffneten Ventilen wird die Luft direkt über Tygonschläuche in den Kol-
ben geleitet, bei geschlossenen Ventilen kann keine Luft über den Zuluftstutzen in den Kolben
gelangen. Die angelegt Luft wird in diesem Fall an die Umgebung abgegeben. Von der Leitung
zum Kolben führt zusätzlich eine T-Verbindung zu einem Differenzdrucksensor des Typs 26PCA
von Honeywell (Morristown, NJ, USA). Hinter dem Abluftstutzen liegt ebenfalls ein Flipper-
ventil gleichen Typs vor. Im offenen Zustand wird die Abluft aus dem Kolben direkt an die
Umgebung abgegeben, im geschlossenen Zustand kann keine Abluft aus dem Kolben über den
Auslassstutzen entweichen.
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Auf dem Tablar befinden sich zwei ADAM-Module des Typs 4018 (AMC, Chemnitz, Deutsch-
land), welche die Signale aus den Sauerstoff- und Differenzdrucksensoren erfassen. Diese wer-
den an die Steuerbox weitergeben, in welcher sich jeweils ein ADAM-Modul der Typen 4018,
4050 und 4520 befinden. Das ADAM-4520-Modul dient zum Sammeln der Daten und zur Kom-
muniaktion mit dem Messrechner, das ADAM-4050-Modul dient zur Ansteuerung der Ventile
und des Massendurchflussreglers und am ADAM-4018-Modul werden die weitere Messdaten
aufgenommen, in diesem Fall Umgebungsdruck und Temperatur der Umgebung sowie der an
den Kapillaren anliegende Druck. Die Ansteuerung der Ventile und des Massendurchflussreg-
lers, die Aufnahme der Sensordaten und die Berechnung der Atmungsraten wird mit Hilfe eines
Computers und einer LabView-Software realisiert.
P P P P
P P P P
P
Schüttler
Massendurchflussregler
Druckminderer
Luftfilter
O2-Sensor
Druckluft
Drucksensor
Kapillare
Flipperventil
Abbildung 2.2: Aufbau der RAMOS-Anlage
2.2. Funktionsprinzip von RAMOS
Abbildung 2.3 zeigt ein Bilanzschema der stofflichen Flüsse im RAMOS-Kolben. In diesem be-
finden sich, ebenso wie im Erlenmeyerkolben, zwei Phasen. In der Flüssigphase, dem Medium,
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laufen die biochemischen Reaktionen ab, während die Gasphase als Reservoir für Sauerstoff
genutzt wird. Die Mikroorganismen nehmen unter aeroben Bedingungen Sauerstoff aus dem Me-
dium auf. Die Rate, mit der das geschieht, ist die Sauerstoffaufnahmerate (OUR) . Eine mögliche
Abgabe von Kohlendioxid in das Medium geschieht mit der Kohlendioxidaustauschrate (CER) .
Durch den Verbrauch an Sauerstoff im Medium kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischem
Gelöstsauerstoff in der Flüssigkeit und dem Sauerstoff, der mit einem bestimmten Partialdruck
pO2 in der Gasphase vorliegt. Folglich geht Sauerstoff von der Gas- in die Flüssigphase über. Die
Geschwindigkeit, mit der dies geschieht, wird als Sauerstofftransferrate (OTR) bezeichnet. Auf-
grund der geringen Löslichkeit von Sauerstoff in Kulturmedien kann die Sauerstofftransferrate
mit der Sauerstoffaufnahmerate gleichgesetzt werden. Daher ist es in der Regel ausreichend, nur
die Sauerstofftransferrate zu bestimmen. Analog zum Sauerstofftransfer wird die Abgabe von
Kohlendioxid von der Flüssigkeit in die Gasphase als Kohlendioxidtransferrate (CTR) bezeich-
net. Das Verhältnis von CTR zu OTR wird als respiratorischer Quotient (RQ) definiert.
Im Gegensatz zum Erlenmeyerkolben gibt es im RAMOS-Kolben keinen Wattestopfen, durch
den ein steriler Luftaustausch diffusiv mit der Umgebung möglich wäre. An diese Stelle tritt der
Sauerstoffsensor. Um dennoch die Luftversorgung sicherzustellen, wird die Begasung konvektiv
durchgeführt. Durch den Zuluftstutzen tritt Luft ein, während durch den Abluftstutzen Luft des
Kopfraumes austritt. Es wird angenommen, dass der Kopfraum des Kolbens ideal durchmischt
ist, so dass die Partialdrücke der austretenden Luft, denen im Kopfraum entsprechen (Anderlei
u. a. 2007). Die konvektive Begasung wird so eingestellt, dass die Partialdruckverhältnisse im
Kopfraum des Ramos-Kolbens mit denen im Erlenmeyerkolben bei gleichen Reaktionsbedingun-
gen vergleichbar sind. Der dafür benötige Volumenstrom lässt sich über ein Modell ableiten, mit
dem die Gasraumkonzentration in einem Schüttelkolben mit einer Sterilbarriere berechnet wer-
den kann (Mrotzek u. a. 2001, Anderlei u. a. 2004).
Basierend auf Abbildung 2.3 lässt sich aus einer Bilanz des Sauerstoffs im Gasraum eine Glei-
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Abbildung 2.3: Bilanzschema der Stoffströme im RAMOS-Kolben
chung für die Sauerstofftransferrate aufstellen:
OT R = V˙in ⋅ pO2,in−V˙out ⋅ pO2
VL ⋅R ⋅T − d pO2dt VGVL ⋅R ⋅T (2.1)
Um diesen Zusammenhang noch weiter vereinfachen und somit für eine Berechnung der Sauer-
stofftransferrate nutzen zu können, werden die Ventile in regelmäßigen Abständen geschlossen.
In dieser Messphase, im folgenden als Stoppphase bezeichnet, vereinfacht sich Gleichung 2.1, da
kein konvektiver Fluss in den Gasraum mehr vorliegt:
OT Rstop = −d pO2,stopdt VGVL ⋅R ⋅T (2.2)
Während der kurzen Stoppphase wird angenommen, dass sich die Sauerstofftransferrate nur
vernachlässigbar ändert, da das Wachstum der Mikroorganismen eher langsam erfolgt. Aus einer
konstanten OTR ergäbe sich in dieser Phase ein linearer Abfall des Sauerstoffpartialdruckes, so
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dass dieser über einen linearen Fit ermittelt werden kann. Gleichung 2.2 lässt sich somit wie folgt
schreiben:
OT Rstop = −∆pO2,stop∆t VGVL ⋅R ⋅T (2.3)
Da nach der Stoppphase der Sauerstoffpartialdruck im Kopfraum einen niedrigeren Wert, als in
einem vergleichbaren, unbeeinflussten Erlenmeyerkolben erreicht hat, muss nach der Stoppphase
eine ausreichend lange Spülphase folgen. Dazu werden die Ventile wieder geöffnet. Um die Parti-
aldruckverhältnisse schnell denen vor der Stoppphase anzugleichen, wird zunächst für kurze Zeit
eine erhöhte Begasungsrate (High-Flow) verwendet. In den Versuchen dieser Arbeit wird, soweit
nicht anders erwähnt, ein Spülphasenlänge von 25 min, eine Stoppphasenlänge von 5 min und
eine High-Flow-Länge von 0,9 min verwendet.
Die optimale High-Flow-Länge thigh,opt ist die Zeitspanne, die man braucht, um mit dieser
erhöhten Begasungsrate in den Zustand zu gelangen, der auch ohne Stoppphase vorgelegen hätte.
Neben der Länge der Stoppphase hängt thigh,opt auch vom RQ und dem OTR ab und kann nach
Gleichung 2.4 berechnet werden.
thigh,opt = tstop ⋅ OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
V˙in,high ⋅(pO2,in− pO2 ⋅ p−pH2O,inp−pH2O )+OT R ⋅VL ⋅R ⋅T ⋅( pO2 ⋅(1−RQ)p−pH2O −1) (2.4)
Für die Berechnung der optimalen High-Flow-Länge wird der Sauerstoffpartialdruck pO2 im
Kopfraum des Kolben benötigt. Dieser ergibt sich aus einer Gleichgewichtsbeziehung.
pO2 = V˙in,low ⋅ pO2,in−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
V˙in,low ⋅ p−pH2O,inp−pH2O − OT R⋅(1−RQ)⋅VL⋅R⋅Tp−pH2O −0,5 ⋅ tstop ⋅OT R ⋅
VL ⋅R ⋅T
VG
(2.5)
Die Herleitung der Berechnung der optimalen High-Flow-Länge ist in Anhang A.3 hinterlegt.
Abbildung 2.4 zeigt die optimale High-Flow-Länge bei einer Stoppphase von 5 min in Abhän-
gigkeit vom RQ und vom OTR unter Verwendung der Gleichungen 2.4 und 2.5. Dabei zeigt sich,
dass bei Systemen mit eine RQ um die 1 und einer Stoppphasenlänge von 5 min eine High-Flow-
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Länge von ca. 0,9 min sinnvoll ist.
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Abbildung 2.4: Optimale High-Flow-Länge thigh,opt in Abhängigkeit vom RQ und OTR bei einer
Stoppphase von 5 min; berechnet nach Gleichungen 2.4 und 2.5 bei RQs von 0 (–), 0,5 (–),
1 (–), 1,5 (–), 2 (–), 3 (–) und 4 (–)
Abbildung 2.5 zeigt einen typischen Verlauf des Sauerstoffsensorssignals am Beispiel einer Kul-
tivierung von Escherichia.coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Mineralmedium. Das vom Sensor wie-
dergegebene Spannungssignal ist proportional zum Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase. Die-
se Spannung sinkt, solange sich die Kultur im Wachstum befindet. Während der Absterbephase
steigt das Signal wieder. Die „Sägezähne“ in der Kurve resultieren aus den Stopp- und High-
Flow-Phasen. Tatsächlich verhalten sich die Abfälle des Sauerstoffpartialdrucks während der
Stoppphasen annähernd linear, so dass bisher die Auswertung nach Gleichung 2.3 verwendet
wurde.
Ein Problem bei der Anwendung von Gleichung 2.3 ist, dass der Sensor lediglich ein Span-
nungssignal U liefert. Dieses muss mit Hilfe einer Kalibrierung in einen Sauerstoffpartialdruck
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Abbildung 2.5: Signalverlauf des Sauerstoffsensors bei einer RAMOS-Fermentation mit E.coli
BL21 pRset eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser
d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5
umgewandelt werden. Die elektrochemischen Sauerstoffsensoren unterliegen jedoch einer Drift,
die so stark ist, dass eine regelmäßige Kalibrierung während der relativ langen Versuchszeiten,
die biologische Systeme mit sich bringen, notwendig ist. Daher wird das Verhältnis aus real vor-
liegendem Sauerstoffpartialdruck am Ende der Spülphase pO2α(real) und das zu diesem Zeitpunkt
vorliegende Sensorsignal UO2,stop eingeführt (Hansen u. a. 2012). Gleichung 2.3 lässt sich dann
schreiben als:
OT Rstop = pO2α(real)UO2 ∆UO2∆t VGVL ⋅T ⋅R (2.6)
Einzige Unbekannte ist der reale am Ende der Spülphase vorherrschende Sauerstoffpartialdruck
pO2α(real) .
pO2α(real) = pamb ⋅xout (2.7)
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Zur Berechnung des Stoffmengenanteils xout wird die Annahme gemacht, dass am Ende der
Spülphase ein Fließgleichgewicht im Gasraum des Meßkolbens erreicht wird.
d pO2
dt
= 0 = pO2,in ⋅V˙in− pO2 ⋅V˙out
VG
−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(2.8)
Daraus folgt:
0 = xin ⋅V˙in−xout ⋅(V˙in−OT R ⋅T ⋅R ⋅VL ⋅(1−RQ))
−OT R ⋅VL ⋅Vm (2.9)
xout = xin ⋅V˙in−OT R ⋅VL ⋅VmV˙in−OT R ⋅Vm ⋅VL ⋅(1−RQ) (2.10)
pO2α(real) = pamb ⋅xout = pamb ⋅ xin ⋅V˙in−OT R ⋅VL ⋅VmV˙in−OT R ⋅Vm ⋅VL ⋅(1−RQ) (2.11)
pamb beschreibt den Umgebungsdruck, xout den Anteil von Sauerstoff im Kopfraum und xin den
Anteil von Sauerstoff in der Luft. Daraus resultieren Berechnungsgleichungen für den OTR, bei
denen in Abhängigkeit vom RQ zwei Fälle zu unterscheiden sind.
Für einen RQ von 1 gilt:
xout = xin ⋅V˙in−OT R ⋅VL ⋅VmV˙in (2.12)
OT R = ∆UO2
∆t
⋅ 1
UO2
⋅ pabs ⋅ xin ⋅V˙in−OT R ⋅VL ⋅VmV˙in ⋅ VGVL ⋅T ⋅R (2.13)
OT R ⋅V˙in = ∆UO2∆t ⋅ 1UO2 ⋅ pabs ⋅xin ⋅V˙in ⋅ VGVL ⋅T ⋅R− ∆UO2
∆t
⋅ 1
UO2
⋅ pabs ⋅Vm ⋅OT R ⋅ VGT ⋅R (2.14)
2. Theoretische Grundlagen 14
OT R = ∆UO2∆t ⋅ 1UO2 ⋅ pabs ⋅xin ⋅V˙in ⋅ VGVL⋅T ⋅R
V˙in+ ∆UO2∆t ⋅ 1UO2 ⋅ pabs ⋅Vm ⋅ VGT ⋅R (2.15)
OT R = ∆UO2∆t ⋅ 1UO2 ⋅ pabs ⋅V˙in ⋅xin ⋅VG
VL ⋅(T ⋅R ⋅V˙in+ ∆UO2∆t ⋅ 1UO2 ⋅ pabs ⋅VG ⋅Vm) (2.16)
OT R = ∆UO2
∆t
⋅ 1
UO2
⋅ pabs ⋅V˙in ⋅xin ⋅VG
VL ⋅(C1+C2) (2.17)
Mit:
C1 = T ⋅R ⋅V˙in
C2 = pabs ⋅VG ⋅Vm ⋅ ∆UO2∆t ⋅ 1UO2
Für einen RQ ungleich 1 gilt:
xout = xin ⋅V˙in−OT R ⋅VL ⋅VmV˙in−Vm ⋅VL ⋅OT R ⋅(1−RQ) (2.18)
OT R = ∆UO2
∆t
⋅ 1
UO2
⋅ pabs ⋅ xin ⋅V˙in−OT R ⋅VL ⋅VmV˙in−Vm ⋅VL ⋅OT R ⋅(1−RQ) VGVL ⋅T ⋅R (2.19)
OT R ⋅V˙in ⋅VL ⋅R ⋅T −OT R2 ⋅Vm ⋅V 2L ⋅(1−RQ) ⋅R ⋅T
= ∆UO2
∆t
⋅ 1
UO2
⋅ pabs ⋅VG ⋅V˙in ⋅xin− ∆UO2∆t ⋅ 1UO2 ⋅ pabs ⋅VG ⋅Vm ⋅VL ⋅OT R (2.20)
Mit C1 und C2:
OT R2+OT R −C1−C2
Vm ⋅VL ⋅(1−RQ) ⋅R ⋅T +xin ⋅V˙in C2V 2m ⋅V 2L ⋅(1−RQ) ⋅R ⋅T = 0 (2.21)
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Mit V˙in = C1R⋅T :
OT R2+OT R −C1−C2
Vm ⋅VL ⋅(1−RQ) ⋅R ⋅T +xin C1 ⋅C2 ⋅(1−RQ)V 2m ⋅V 2L ⋅(1−RQ)2 ⋅R2 ⋅T 2 = 0 (2.22)
Daraus folgt:
OT Rstop = C1+C2+
√
C21 +2 ⋅C1 ⋅C2+C22 −4 ⋅C1 ⋅C2 ⋅xin ⋅(1−RQ)
2 ⋅Vm ⋅VL ⋅T ⋅R ⋅(1−RQ) (2.23)
Die Kalibrierung des Sauerstoffsensors ist somit bereits in der OTR-Berechnung nach den Glei-
chungen 2.23 und 2.17 enthalten. Um einen Steady-state-Kalibrierfaktor zu erhalten, der das Ver-
hältnis von anliegendem Sauerstoffpartialdruck zu ausgegebenem Sensorsignal U liefert, lässt
sich Gleichung 2.6 auch mit Hilfe des ermittelten Signalgradienten dUstopdt und einem Kalibrierfak-
tor aufstellen.
OT Rstop =Kst.st. ⋅ dUstopdt ⋅ VGVL ⋅T ⋅R (2.24)
Der Steady-state-Kalibrierfaktor Kst.st. lässt sich dann nach jeder Stopphase mit Gleichung 2.25
berechnen.
Kst.st. = OT RstopdUstop
dt
⋅VL ⋅T ⋅R
VG
(2.25)
Zur Bestimmung des CTR wird analog zur Herleitung für den OTR eine Bilanz des Gasraumes
in der Stoppphase basierend auf Abbildung 2.3 aufgestellt.
CT Rstop = d pCO2,stopdt ⋅ VGVL ⋅R ⋅T (2.26)
Da keine direkte Messung des CO2-Partialdruckes vorliegt, wird die Bestimmung des CTR über
die Messung des Differenzdrucks zwischen Kolbenkopfraum und der Umgebung während der
Stoppphase und der Kenntnis der OTR realisiert. Dabei wird angenommen, dass Druckände-
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rungen im geschlossenen Kolben nur auf den Gasaustausch von Sauerstoff und Kohlendioxid
zurückzuführen sind.
d pstop
dt
= d pO2,stop
dt
+ d pCO2,stop
dt
(2.27)
Mit den Gleichungen 2.2 und 2.27 lässt sich eine Berechnungsgleichung für den CTR aufstellen.
CT Rstop = VGVL ⋅R ⋅T ⋅ d pstopdt +OT Rstop (2.28)
Obwohl die Methode in der Vergangenheit zuverlässige Ergebnisse lieferte, kann sie die At-
mungsraten nur quasi-kontinuierlich wiedergeben. Es werden lediglich diskrete Messpunkte für
OTR, CTR und RQ geliefert, die zudem auch noch über die Stoppphase gemittelt sind. Bei be-
sonders schnell wachsenden Kulturen könnte allerdings eine höhere Datendichte wünschenswert
sein. Erhält man alle 30 min einen Messpunkt, so sind z.B. bei einer Fermentation über zehn
Stunden nur 20 Messpunkte zur Ermittlung der OTR-Kurve bekannt, einige interessante Infor-
mationen über die Kultur könnten verborgen bleiben. Dies soll an einem Experiment dargestellt
werden, bei dem E.coli in RAMOS fermentiert wurde.
Abbildung 2.6 zeigt die OTR-Kurve einer solchen Fermentation. Hier ist nach 5,6 h der höchste
Punkt erreicht, der nächste Messpunkt liegt deutlich tiefer und der Verlauf dazwischen kann nur
durch Interpolation abgeschätzt werden. Betrachtet man die dazugehörige Signalkurve des Sau-
erstoffsensors in Abbildung 2.5 so stellt man fest, dass der höchste OTR wohl eher nach sechs
Stunden erreicht ist. Hier hat die Signalkurve nämlich ihren niedrigsten Punkt. Dieser Punkt wird
in der OTR-Kurve nicht wiedergegeben, da hier keine Messphase liegt. Der Unterschied im Span-
nungsniveau zwischen diesem Punkt und dem Beginn der vorherigen Messphase liegt immerhin
bei ca. 5 %. Weiterhin lässt der steile Knick nach diesem Spannungstiefpunkt auf einen steileren
Abfall der OTR-Kurve schließen. Vergleicht man nun zwei OTR-Kurven, kann bereits die zufäl-
lige Lage der Messphasen zu Interpretationsfehlern der Ergebnisse führen.
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Abbildung 2.6: OTR-Kurve (–◾–) und Steady-state-Kalibrierfaktor nach Gleichung 2.25 (–◾–)
der E.coli-Fermentation in Abbildung 2.5, ermittelt mit der konventionellen Auswertungsme-
thode (E.coli BL21 pRset eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schüttel-
durchmesser d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD
OD600,α=0,5)
In Abbildung 2.6 ist ebenfalls der Verlauf des Steady-state-Kalibrierfaktors dargestellt. Dieser
verläuft nicht glatt, wie man es von bei einem gleichmäßig driftenden Sensor erwarten würde,
sondern korreliert auffällig mit dem Verlauf der OTR-Kurve. Dabei schlägt die Kalibrierung
besonders in Bereichen großer Änderungen der OTR aus. Dies deutet darauf hin, dass die Steady-
state-Annahme für die Bestimmung des Kalibrierfaktors nicht korrekt ist.
Weiterhin können kurzzeitig auftretende Effekte häufig nicht erkannt werden. Beispielsweise
müsste eine Sauerstofflimitierung mindestens über zwei Stoppphasen gehen, um erkannt zu wer-
den, womit sie bei einer Messdatendichte von zwei Messpunkten pro Stunde mindestens 40 min
andauern müsste. Daher wäre es erstrebenswert, einen möglichst kontinuierlichen Verlauf der
OTR-Kurve zu ermitteln. Dazu müssten, wie bereits erwähnt, auch die Spannungsdaten der Spül-
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phase mit ausgewertet werden. Auch ein negativer Einfluss der Steady-state-Kalibrierung muss
geprüft und gegebenenfalls eine neue Kalibriermethode entwickelt werden.
2.3. Methoden zur Messdatenapproximation
2.3.1. Smoothing Splines
Der Smoothing Spline f ist eine Funktion, die aus stückweisen Polynomen zusammengesetzt ist
und den Ausdruck
preg
n∑
j=1 ∣U( j)− f (t( j))∣2+(1− preg)∫ ∣d
2 f (t)
dt2
∣2dt (2.29)
minimiert (Schoenberg 1964; Reinsch 1967, 1971; de Boor 1978).
Gleichung 2.29 besteht aus zwei Teilen, die additiv zusammengesetzt sind und über den Re-
gularisierungsparameter preg relativ zueinander gewichtet werden können. Der linke Term bein-
haltet eine quadratische Fehlerminimierung und minmiert damit den sogenannten Datenfehler.
Der rechte Teil beschreibt die zweite Ableitung der Funktion, was sich in der Glattheit des Er-
gebnisses ausdrückt. Dieser Term minmiert den Regularisierungsfehler. Die Bedeutung von preg
kann anhand seiner Extremwerte veranschaulicht werden. Für preg=1 geht der Spline durch alle
Datenpunkte, es liegt somit kein Datenfehler vor, durch das Verschwinden des rechten Termes
findet jedoch auch keine Glättung statt. Folglich enthält das Ergebniss noch das gesamte Daten-
rauschen. Bei der Wahl von preg=0 erhält man eine Gerade, da diese Form der Approximation
die geringst mögliche zweite Ableitung aufweist. Auf den Datenfehler wird hier keine Rücksicht
genommen. Eine geschickte Wahl des Regularisierungsparameters preg ist daher für eine mög-
lichst gute Approximation der Spannungskurve von Bedeutung. Die Einstellung eines optimalen
Wertes für preg ist daher immer nur ein Kompromiss zwischen Glattheit der Kurve und geringem
Datenfehler. Die Anwendung von Smoothing Splines für die Datenauswertung in RAMOS wird
in Abschnitt 5.2 näher erläutert.
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2.3.2. Tikhonov Filter
Eine weitere Methode der Datenglättung ist der Einsatz eines Tikhonov-Filters. Diese Regulari-
sierungsmethode lässt sich besonders anschaulich im Frequenz-Bereich darstellen (Mhamdi und
Marquardt 2004). Dazu wird das direkte Problem, die Integration, mittels Laplace-Transformation
in den Frequenzbereich überführt.
dU(t)
dt
∫→U(t) (2.30)
W(s)→Gp(s) = 1s →Y(s) (2.31)
Gp(s) ist die Übertragungsfunktion des Prozesses, die beschreibt, wie die Eingangsgröße W(s) in
die Ausgangsgröße Y(s) umgewandelt wird. Da es einfacher ist, komplexe Funktionen miteinan-
der zu multiplizieren, als Differentialgleichungen zusammenzufassen, ist dies ein einfacher Weg
zur Beschreibung des dynamischen Verhaltens einer Anordnung aus miteinander verbundenen
Übertragungsgliedern. Um die Übertragungsfunktion für das inverse Problem, die Differentiati-
on, zu erhalten, muss die Übertragungsfunktion invertiert werden.
Y(s)→G−1p (s) = s→W(s) (2.32)
Um die hohen Frequenzen zu unterdrücken, die aufgrund des Messrauschens im Eingangssignal
Y(s) enthalten sind, wird eine parameterabhängige Filterfunktion mit der Übertragungsfunktion
G−1p (s) = s multipliziert. Die Filterfunktion ist von erster Ordnung und hat die Form
G f (s,ωc) = ωcs+ωc (2.33)
(Mhamdi und Marquardt 1998). Als Gesamtübertragungsfunktion ergibt sich
G f (s,ωc) ⋅G−1p (s) = s ⋅ωcs+ωc (2.34)
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Auch für die Gesamtübertragungsfunktion 2.34 lässt sich eine Grenzwertbetrachtung des Regu-
larisierungsparameters ωc vornehmen. Für
s ⋅ωc
s+ωc Ð→ωc→∞ s (2.35)
ist keine Filterwirkung mehr in der Übertragungsfunktion enthalten und für
s ⋅ωc
s+ωc Ð→ωc→0 0 (2.36)
kommt kein Nutzsignal mehr beim Ausgangssignal an. Eine mögliche Anwendung des Tikhonov
Filter wird in Abschnitt 5.7.1 diskutiert.
2.3.3. Regularisierungsmethoden
Zur Bestimmung von sinnvollen Regularisierungsparametern preg (bei Verwendung von Smoo-
thing Splines) bzw. ωc (bei der Verwendung des Tikhonov-Filtest) liegen in der Literatur mehrere
Methoden vor, z.B. die L-Curve Methode (Hansen und O’Leary 1993), Cross Validation (Golub
u. a. 1979) und das Diskrepanz Prinzip (Groetsch 1984).
Die L-Curve Methode ist eine grafische Bestimmungsmethode, bei der für eine Vielzahl von
möglichen Regularisierungsparametern die Größe des Regularisierungsfehlers gegen die Größe
des Datenfehlers aufgetragen wird (Hansen und O’Leary 1993; Lawson und Hanson 1974; Han-
sen 1992). Beide Größen sollen idealerweise klein gehalten werden und werden bei Änderung
des Regularisierungsparameters in gegensätzliche Weise verändert. Eine Veränderung des Regu-
larisierungsparameters hin zu einem glatteren Ergebnis erhöht zwangsläufig den Datenfehler und
umgekehrt. Bei Auftragung beider Größen gegeneinander ergibt sich eine L-förmige Kurve, an
deren zum Koordinatenursprung hin liegender Ecke die Lösung in einem ausgewogenen Verhält-
nis von Regularisierungs- zu Datenfehler steht. Abseits von dieser Stelle wird die Lösung sehr
stark entweder vom Regularisierungsfehler oder vom Datenfehler dominiert. Regularisierungspa-
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rameter, die dem Bereich der Ecke zugeordnet werden können, gelten somit als gut geeignet.
Regularisierungs- und Datenfehler lassen sich jeweils durch die euklidische Norm (2-Norm)
des Lösungsvektors und des Fehlervektors beschreiben (Hansen und O’Leary 1993). Der Lö-
sungsvektor enthält alle berechneten Werten für die OTR, der Regularisierungsfehler stellt sich
daher als ∥OT R∥ dar. Der Fehlervektor setzt sich aus allen Abweichungen des approximier-
ten Spannungssignals vom Messsignal zusammen. Als Regularisierungsfehler ergibt sich somit∥Umeasured −Uestimated∥.
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3. Material und Methoden
3.1. RAMOS
Zur Messung der Atmungsaktivitäten wurde eine RAMOS-Anlage wie in Kapitel 2.1 beschrieben
verwendet. Zur Bestimmung der Volumenströme in den RAMOS-Experimenten wurde während
der Versuche der Druck zwischen Massendurchflussregler und Kapillarblock gemessen. Dazu
wird der Differenzdrucksensor 26PCB FA6D von Honeywell (Morristown, NJ, USA) eingesetzt.
Der Volumenstrom verhält sich proportional zum anliegenden Druck und lässt sich somit über
eine vorherige Kalibrierung während der Messung erfassen (Randall u. a. 1988).
3.2. Gasmischbatterie
Zum Einstellen von definierten Gaskonzentrationen im RAMOS-Kolben wurde eine Gasmisch-
batterie bestehend aus drei Massendurchflussreglern (F-201C, Bronkhorst, Ruurlo, Niederlande)
verwendet. Diese wurden jeweils mit Luft, Kohlendioxid und Stickstoff versorgt. Mittels einer
Reglereinheit waren die Massendurchflussregler stufenlos einstellbar.
3.3. Kohlendioxidmessung
Um ein kontinuierliches CTR-Signal zu erhalten, muss zunächst eine kontinuierlich CO2-Messung
in RAMOS etabliert werden. Dafür werden Infrarot-Sensoren eingesetzt. Es stehen 2 Varianten
zur Verfügung, ein Sensor von Dynament (Derbyshire, UK) und einer von Clairair (Essex, UK).
Beide Sensoren sind vom Hersteller bereits linearisiert und messen CO2 über einen Konzentrati-
onsbereich von 0-5 %.
Der Sensoren MSH-P-CO2 von Dynament sind auf einen Ausgabesignalbereich von 0,4 V bis
2,4 V eingestellt. Für die Konzentration von Kohlendioxid aus dem Sensorsignal ergibt sich da-
her:
cCO2 = 5%2V ⋅(UCO2,Dynament −0,4V) (3.1)
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Der Sensor Cirius V2 von Clairair ist im Bereich von 0,4 V bis 2 V eingestellt. Die Berechnung
der CO2-Konzentration aus dem Sensor erfolgt mit der Formel:
cCO2 = 5%1,6V ⋅(UCO2,Clairair −0,4V) (3.2)
Die Messung von Kohlendioxid mittels Infrarotsensoren erfolgt in einer speziellen RAMOS-
Anlage, die auf dem Tablar mit einem weiteren ADAM 4018-Modul und einer Spannungsver-
sorgung für die Sensoren ausgerüstet ist. Die Geometrie von allen genannten IR-Sensoren ist
gleich. Für die Messung im Kolben wurde eine Sensorhalterung aus Peek konstruiert, die eben-
falls eine Sterilmembran führt und auf den Animpfstutzen eines RAMOS-Kolben geschraubt
werden kann. Auf diesen PEEK-Deckel wird der mit einer Sensorhülle ummantelte CO2-Sensor
gesteckt. Dies ist in Abbildung 3.1 gezeigt. Die Konstruktionszeichnungen für die Halterung des
Kohlendioxidsensors sind in Anhang A.5 hinterlegt.
Abbildung 3.1: RAMOS-Kolben mit CO2-Sensor
3.4. Analytik von parallelen Erlenmeyerkolben-Versuchen
Konzentrationen von Glucose, Sorbitol und Acetat wurden mit einer Dionex HPLC (Dionex,
Sunnyvale, USA) mit einer Organic Acid-Resin 300 x 8 mm Säule (CSChromatographie, Langer-
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wehe, Germany) und einem Skodex RI-71 Detektor bestimmt. Als Lösungsmittel wurde 5 mM
Schwefelsäure bei einer Durchflussrate von 0,6 ml/min und einer Temperatur von 60 °C verwen-
det.
Konzentrationen von Ammonium wurden mit einem Sectroquant Ammonium-Küvettentest von
Merck (Darmstadt) in einem Sectroquant Nova 60 Rundküvettenphotometer bestimmt.
Optische Dichten wurden photometrisch bei 600 nm mit dem Spektrophotometer Thermo Scien-
tific Genesys 20 (Waltham, MA, USA) bestimmt.
3.5. Software zur Modellierung und Messdatenauswertung
Die Modellierung sowie die Entwicklung der Messdatenauswertung erfolgte mit der Softwa-
re MATLAB (The MathWorks, MA, USA), zuletzt in der Version R2010b. Für die anwender-
freundliche Auswertung direkt an den RAMOS-Anlagen wurden Programme mit der Software
LabVIEW (National Instrument, München, Deutschland) in der Version 2009 geschrieben. Die
LabView-Programmierung wurde von am Lehrstuhl beschäftigten Auszubildende des dualen Stu-
dienganges „Mathematisch-technischer Softwareentwickler“ durchgeführt.
3.6. Biologische Systeme
3.6.1. Mikroorganismen
E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 wurde als Modellorganismus verwendet. Zur Stammhaltung wur-
den Kryokulturen bei -80°C gelagert. Die Kryokulturen bestanden aus 750 µL Kulturbrühe aus
der exponentiellen Phase einer Kultivierung in LB-Medium nach Miller und 250 µL 80% Glyce-
rinlösung (VWR, Darmstadt). Für alle Kultivierungen mit diesem Organismus wurde zusätzlich
0,1 g/L Ampicillin-Natriumsalz (sterilfiltriert, AppliChem, Darmstadt) in das Medium gegeben.
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3.6.2. Medien
Folgende Medien wurden für die Versuche verwendet:
TB-Medium
5 g/L Glycerin (VWR, Darmstadt)
12 g/L Trypton/Pepton (aus Casein, Roth, Karlsruhe)
24 g/L Hefeextrakt (pulv., Roth, Karlsruhe)
12,54 g/L K2HPO4 (Roth, Karlsruhe)
2,31 g/L KH2PO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Das Medium wurde 20 min bei 121 °C autoklaviert.
LB-Medium nach Miller
5 g/L Hefeextrakt (pulv., Roth, Karlsruhe)
10 g/L Trypton/Pepton (aus Casein, Roth, Karlsruhe)
10 g/L NaCl (Roth, Karlsruhe)
Der pH-Wert wurde auf 7 eingestellt. Das Medium wurde 20 min bei 121 °C autoklaviert.
Wilms-MOPS-Medium
Für dieses Medium wurden mehrere Lösungen seperat angesetzt und nach dem Autoklavieren
zusammengefügt. Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf das gesamte Medium.
Hauptlösung:
5 g/L (NH4)2SO4 (Roth, Karlsruhe)
0,5 g/L NH4Cl (Merck, Darmstadt)
3 g/L K2HPO4 (Roth, Karlsruhe)
2 g/L Na2SO4 (Roth, Karlsruhe)
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41,85 g/L MOPS (Roth, Karlsruhe)
Die Bestandteile der Hauptlösung wurden in Wasser (90% des Endvolumens) gelöst und der pH-
Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt. Die Lösung wurde 20 min bei 121 °C autoklaviert.
Spurenelementelösung:
0,54 g/L ZnSO4 ⋅ 7H2O (Roth, Karlsruhe)
0,48 g/L CuSO4 ⋅ 5H2O (Roth, Karlsruhe)
0,3 g/L MnSO4 ⋅ H2O (Merck, Darmstadt)
0,54 g/L CoCl2 ⋅ 6H2O (Lancaster, Eastgate, England)
41,76 g/L FeCl3 ⋅ 6H2O (Roth, Karlsruhe)
1,98 g/L CaCl2 ⋅ 2H2O (VWR, Darmstadt)
33,39 g/L Na2EDTA ⋅ 2H2O (Titriplex III)
Die Lösung wurde sterilfiltriert.
Magnesiumsulfatlösung:
0,5 g/L MgSO4 ⋅ 7H2O (Roth, Karlsruhe)
Die Lösung wurde 20 min bei 121 °C autoklaviert.
Thiaminlösung:
0,01 g/L Thiaminhydrochlorid (Roth, Karlsruhe)
Die Lösung wurde sterilfiltriert.
C-Quelle:
Als C-Quelle wurden Lösungen mit Glucose (Roth, Karlsruhe) und Sorbitol (Merck, Darmstadt)
verwendet. Die Mengen variieren in den Experimenten und sind für jeden Versuch angegeben.
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3.7. 0,5 M Sulfitsystem
Das 0,5 M Sulfitsystem wurde wie in Hermann u.a. (2001) beschrieben in RAMOS verwendet. In
den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde jedoch kein pH-Indikator verwendet. Daher ergibt
sich folgende Zusammensetzung:
0,5 mol/L Na2SO3 (Roth, Karlsruhe)
0,012 mol/L Na2HPO4/NaH2PO4 (Merck, Darmstadt)
10−7 mol/L CoSO4 (Fluka, Buchs, Schweiz)
Der pH-Wert wird mit Schwefelsäure auf 8 eingestellt.
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4. Probleme und Grenzen der konventionellen Auswertung
4.1. Modellierung der Gasphase im RAMOS-Kolben
Für die Entwicklung einer neuen Auswertungsmethode ist es zunächst sinnvoll, die Vorgänge
in der Gasphase des RAMOS-Kolbens zu modellieren. Anhand eines solchen Modells können
sowohl die Einschränkungen der alten Auswertung also auch die Funktionsweise einer neu ent-
wickelten Methode demonstriert werden.
Aus einer Bilanz um die Gasphase nach Abbildung 2.3 (Herleitungen in Anhang A.1) lassen
sich zunächst die Differentialgleichungen aufstellen, die die Partialdrücke von Sauerstoff und
Kohlendioxid beschreiben. Unter isothermen Bedingungen ergibt sich:
d pO2
dt
= pO2,in ⋅V˙G,in− pO2 ⋅V˙G,out
VG
−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(4.1)
d pCO2
dt
= pCO2,in ⋅V˙G,in− pCO2 ⋅V˙G,out
VG
+CT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(4.2)
pO2,in ist der Sauerstoffpartialdruck im Einlassstrom und beträgt 0,2095 bar. pO2,in, der Kohlen-
dioxidpartialdruck im Einlasstrom, beträgt 3,8 ⋅10−4 bar. Der Einlassvolumenstrom V˙G,in ist je
nach Phase der Messung 0 mLN /min (Stoppphase) oder nimmt in der Spülphase die Normvolu-
menströme 10 mLN /min (Low-Flow) bzw. 60 mLN /min (High-Flow) an. Der Auslassvolumen-
strom V˙G,out ist in der Stoppphase ebenfalls 0 mLN /min, für die Spülphase ergibt sich folgender
Zusammenhang:
V˙out = V˙in p− pH2O,inp− pH2O − (OT R−CT R) ⋅VL ⋅R ⋅T(p− pH2O) (4.3)
Dabei wird angenommen, dass dem Kolben trockene Luft (Feuchtesättigungsgrad ϕ=0) zuge-
führt wird und feuchtegesättigte (ϕ=1) diesen verlässt. Die Wasserdampfpartialdrücke pH2O in
[bar] können somit über eine einheitenlose Beziehung aus der Literatur (Beitz und Küttner 1995)
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berechnet werden.
pH2O = ϕ ⋅(0,059(T −273,15)2−1,042(T −273,15)+20,631)/1000 (4.4)
Die Stoffübergänge zwischen Gas- und Flüssigphase von Sauerstoff und Kohlendioxid lassen
sich mit den beiden folgenden Gleichungen beschreiben (Moo-Young und Blanch 1981; Ho
1987):
OT R = kLa ⋅(c∗O2 −cO2) = kLa ⋅(LO2 ⋅ pO2 −cO2) (4.5)
CT R = kLaCO2 ⋅(cCO2 −LCO2 ⋅ pCO2) (4.6)
kLa und kLaCO2 sind die volumetrischen Stoffübergangskoeffizienten von Sauerstoff und Kohlen-
dioxid. c∗O2 ist die maximal lösliche Sauerstoffkonzentration im vorliegenden Medium. LO2 und
LCO2 sind die Löslichkeiten von Sauerstoff und Kohlendioxid im Medium. Der kLa-Wert für den
250 mL-Schüttelkolben lässt sich für das 1 M Sulfitsystem nach einer Korrelation von Maier
(2002) beschreiben:
kLa = 4,44 ⋅10−4 ⋅V−0,85L ⋅n1,15 ⋅d0,380 (4.7)
n ist die Schüttlerdrehzahl und d0 der Schütteldurchmesser. Zur Anwendung auf biologischen
Medien muss die rechte Seite der Gleichung mit einem medienspezifischen Parameter f multipli-
ziert werden. Dieser berücksichtigt, dass in biologischen Medien aufgrund anderer Salzkonzen-
trationen andere maximale Sauerstofflöslichkeiten L und wegen der konzentrationsabhängigen
Diffusionskoeffizienten auch andere Stoffübergangskoeffizienten (kL-Werte) erreicht werden. In
den vorliegenden Simulationen wurde für f ein Wert von 1,3 verwendet.
Zur Berechnung des Stoffübergangskoeffizienten für Kohlendioxid wird ein Zusammenhang an-
gegeben, der unabhängig von Temperatur und Zusammensetzung der Kulturbrühe gilt (Royce
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und Thornhill 1991).
kLaCO2
kLaO2
= ( DO2,l
DCO2,l
) 23 = 0,89 (4.8)
DO2,l und DCO2,l sind die Diffusionskoeffizienten von Sauerstoff und Kohlendioxid. Die Gaslös-
lichkeiten L im Gleichgewicht sind für Wasser über das Henry’sche Gesetz definiert.
p ⋅L = c (4.9)
In der Literatur liegen für viele Gase neben Werten für L auch Korrekturen für Temperatur (Li-
de und Frederikse 1995) und löslichkeitverringernde Medienbestandteile (Rischbieter u. a. 1996;
Weisenberger und Schumpe 1996; Gros u. a. 1999) vor. Für die Simulationen wurden Löslichkei-
ten von 0,0012 mol/L/bar für Sauerstoff und 0,0311 mol/L/bar für Kohlendioxid verwendet.
Unter Verwendung dieser Gleichungen lassen sich somit unter Vorgabe einer OTR-Kurve die
resultierenden Sauserstoffpartialdrücke berechnen. Diese können in ein Sensorsignal umgerech-
net und mit einer Drift unterlegt werden.
U = pO2
K0
⋅(1+dri f t ⋅ t) (4.10)
Eine typische Drift ist -0,0011/h. Bei den Sensoren liegt ein Rauschen vor, das bei 0,002 mV liegt.
Dieses Rauschen kann über eine Normalverteilungsfunktion modelliert werden. t ist hier die Zeit.
Eine OTR-Kurve lässt sich entweder vorgeben oder über ein biologisches Modell beschreiben. Im
letzteren Fall wird zur Modellierung der biologischen Vorgänge in der Flüssigphase des Kolbens
eine multiple Monod-Kinetik verwendet (Monod u. a. 1952). Dafür wird zunächst eine Wachs-
tumsrate µ definiert.
µ = µmax SS+KS cO2,lcO2,l +KO2 (4.11)
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µmax ist die maximale Wachstumsrate, S die Substratkonzentration, KS die Halbsättigungskon-
stante des Substrats und KO2 die Halbsättigunsgkonstante von Sauerstoff.
Die Gelöstsauerstoffkonzentration in der Fermentationsflüssigkeit wird über Atmung und Stof-
fübergang an der Phasengrenze berechnet.
dcO2,l
dt
= −OUR+OT R (4.12)
OUR = 1
YXO2
µX (4.13)
YXO2 ist der Ausbeutekoeffizient für Sauerstoff und X die Biomassekonzentration.
Die Substratkonzentration wird wie folgt berechnet:
dS
dt
= − 1
YXS
⋅µ ⋅X (4.14)
YXS ist der Ausbeutekoeffizient für das Substrat.
Das Modell wurde in Matlab implementiert. Zur Lösung der Differentialgleichungen wurde die
Funktion ode23t angewandt. Diese rechnet mit der Trapezregel und ist daher auch geeignet, steife
Differentialgleichungsysteme zu lösen. Die Toleranzen des Gleichungslösers wurden auf 10−12
eingestellt.
4.2. Problemanalyse mit Hilfe des Modells
In Abbildung 2.6 wurde bereits gezeigt, dass der Steady-state-Kalibrierfaktor offensichtlich stark
von der Dynamik des Sauerstofftransfers abhängig ist. Mit Hilfe des Modells soll daher geklärt
werden, ob diese Kalibrierung dennoch für eine ausreichend genaue Auswertung geeignet ist.
Unter Vorgabe einer OTR-Kurve, die ähnlich wie die in Abbildung 2.6 verläuft, wird mit Hilfe
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des Modells unter Verwendung eines konstanten Kalibrierfaktors von K=0.018 bar/mV eine Sen-
sorsignalkurve berechnet. Anschließend wird mit den Daten des Modells die OTR-Kurve nach
Gleichung 4.15 berechnet, wobei anstatt des im Modell verwendeten Wertes für den Kalibrierfak-
tor, der Steady-state-Kalibrierfaktor gemäß Gleichung 2.25 verwendet wird. Dieser wird aus der
Auswertung der berechneten Signalkurve mit Hilfe der konventionellen Auswertungsmethode
ermittelt (Gleichungen 2.23 bis 2.25).
OT R = V˙in ⋅ pO2,in−V˙out ⋅K ⋅UO2
VL ⋅R ⋅T −K ⋅ dUO2dt VGVL ⋅R ⋅T (4.15)
Abbildung 4.1 zeigt die vorgegebene OTR-Kurve, den Steady-state-Kalibrierfaktor, berechnet
nach Gleichung 2.25, sowie die berechneten OTR-Werte unter Verwendung des Steady-state-
Kalibrierfaktors. Der Steady-state-Kalibrierfaktor zeigt auch hier, ähnlich wie in Abbildung 2.6,
eine starke Korrelation zur OTR-Kurve. Im Bereich des exponentiellen Anstiegs weicht der
Steady-state-Kalibrierfaktor nach unten ab, da aufgrund des OTR-Anstieges eine Abweichung
von der Steady-state-Annahme vorliegt. Deutlicher wird die Abhängigkeit des Steady-state-Kali-
brierfaktors beim OTR-Abfall nach dem ersten Peak, wo eine starke OTR-Abnahme zu einer
starken Abweichung nach oben führt.
Die mit Hilfe des Steady-state-Kalibrierfaktors berechneten OTR-Werte lassen sich in Abbil-
dung 4.1 in zwei Kategorien einteilen. Die grün dargestellten OTR-Werte geben die Ergebnisse
der Berechnung aus der Stoppphase wieder. Diese liegen nahezu auf der vorgebeben OTR-Kurve.
Das bedeutet, das der Steady-state-Kalibrierfaktor für die Berechnung von OTR-Daten aus der
Stoppphase ausreichend ist und die konventionelle Methode nicht um eine neue Kalibrierung
korrigiert werden muss.
Anders verhält es sich mit der Spülphase. Die hier berechneten Werte weichen zum Teil sehr stark
von der vorgegebenen OTR-Kurve ab. Grund dafür kann nur der Steady-state-Kalibierfaktor sein,
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Abbildung 4.1: Vorgegebene OTR-Kurve als Eingabegröße für das Modell (–), Steady-state-
Kalibrierfaktor –◾–, berechnete OTR unter Verwendung des Steady-tate Kalibrierfaktors für
die Spülphasen (–) und für die Stoppphasen (–)
denn in allen anderen Werten der Gleichung 4.15 unterscheiden sich die Berechnung und das
zugrunde liegende Modell nicht. Der Kalibrierfaktor wirkt sich somit auf den konvektiven Teil
der Gleichung wesentlich stärker aus als auf den Speicherterm. Daher muss für eine erweiterte
Auswertung, die ebenfalls die Daten aus der Spülphase nutzbar machen soll, eine Kalibrierme-
thode entwickelt werden, die auch die Gasphasendynamik mit berücksichtigt.
Weiterhin soll auch überprüft werden, ob zur Berechnung der OTR-Kurve eine konventionelle
Abgasanalytik durchgeführt werden kann. In Abbildung 4.2 wurde die Sensorsignalkurve daher
gemäß einer Abgasanalytik, wie in Rührreaktoren üblich, ausgewertet, indem der Term um
dUO2
dt
(Speicherterm) in Gleichung 4.15, der die Pufferwirkung der Gasphase beschreibt, vernachläs-
sigt wurde. Die ermittelte OTR-Kurve lässt sich nicht mit der tatsächlichen decken. Besonders
in Bereichen starker OTR-Änderungen kommt es zu starken Abweichungen. Der zweite Peak
der OTR-Kurve wird lediglich als verzögerter Abfall der Kurve wieder gegeben. Grund dafür
ist, dass der Speicherterm einen zu großen Einfluss auf die korrekte Berechnung der OTR hat.
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Abbildung 4.2: Vorgegebene OTR-Kurve als Eingabegröße für das Modell (–) und berechne-
te OTR aus der Abgasanalytik der Spülphase unter Vernachlässigung des Speicherterms der
Bilanzgleichung (–)
Dies liegt am hohen Gasvolumen im Schüttelreaktor verglichen mit dem Flüssigkeitsvolumen,
wodurch das Verhältniss VG zu VL und damit der dynamische Term relativ groß ist. Damit eignet
sich eine Abgasanalytik, wie sie in gerührten Fermentern üblich ist, nicht für eine Auswertung
von Atmungsaktivitäten in geschüttelten Reaktoren.
Ein weiteres Problem bei der Lösung von Gleichung 4.15 ist die Bestimmung der Ableitung
des Sensorsignals. Dieses unterliegt einem Messdatenrauschen von ca. 0,001 bis 0,002 mV. Da-
mit liegt ein sogenanntes „ill posed problem“ vor (Chen und Chin 1993), da der reale Verlauf
des Partialdrucks nur approximiert werden kann. Dass eine sinnvollen Approximation der Kur-
ve notwendig ist, soll das folgende Beispiel zeigen. Die Auswertungsgleichung wurde auf die
ungeglätteten Signalpunkte einer simulierten und mit 0,001 mV verrauschten Signalkurve ange-
wendet. Zur Anwendung von Gleichung 4.15 wurden die Kurve durch lineare Interpolation der
einzelnen Datenpunkte approximiert. Somit wurden für
dUO2
dt die Steigungen zwischen den ein-
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Abbildung 4.3: Berechnete OTR-Kurve unter Verwendung der ungeglätteten Signalkurve (—)
und vorgegebene OTR-Kurve als Eingabegröße für das Modell (–)
zelnen Datenpunkten verwendet. Diese werden allerdings zu einem erheblichen Teil von dem
Datenrauschen verursacht. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Die ermittelten OTRs
weisen ein so starkes Rauschen auf, dass nicht einmal die grobe Form der Kurve (in rot dar-
gestellt) zu erkennen ist. Die direkte Ableitung der Daten führt somit zu einer inakzeptablen
Fehlerverstärkung.
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5. OTR-Bestimmung nach neuer Auswertung
Um die OTR in allen Phasen berechnen zu können, wird zunächst ein Kalibrierfaktor für den
Sauerstoffsensor eingeführt, der eine direkte Proportionalität zwischen dem Sensorsignal UO2 ,
das der elektrochemische Sensor ausgibt, und dem tatsächlich vorherrschenden Sauerstoffpartial-
druck pO2 herstellt.
K = pO2
UO2 −UO2,0 (5.1)
UO2,0 ist der Offset, den die Sauerstoffsensoren in ihrer Kennlinie aufweisen.
Der Kalibrierfaktor K ist durch die Drift, der der Sauerstoffsensor unterliegt, eine zeitabhängi-
ge und daher veränderliche Größe. Aus der Bilanzgleichung 2.1 ergibt sich somit die für alle
Phasen gültige Berechnungsgleichung für den OTR.
OT R = V˙in ⋅ pO2,in−V˙out ⋅K ⋅(UO2 −UO2,0)
VL ⋅R ⋅T −K ⋅(dUO2dt + dKdt UO2 −UO2,0K ) VGVL ⋅R ⋅T (5.2)
Bekannte Größen sind der Einlassvolumestrom V˙in, der Eingangssauerstoffpartialdruck pO2,in, die
Gaskonstante R, die Temperatur T sowie die Volumina VL und VG von Flüssigkeit und Kopfraum.
Das Sensorsignal UO2 , sowie dessen Steigung
dUO2
dt sollen durch Messung mit den elektrochemi-
schen Sauerstoffsensoren ermittelt werden. Der Sensoroffset UO2,0 muss vorher bestimmt werden.
Dies ist in Kapitel 6 beschrieben.
Der Auslassvolumenstrom kann über die Differenzdruckmessung der Stoppphase ermittelt wer-
den. Unter Berücksichtigung einer Wasserdampfkorrektur ergibt sich:
V˙out = V˙in pamb− pH2O,inpKolben− pH2O + d pstopdt VG(pKolben− pH2O) (5.3)
Zur Lösung von Gleichung 2.1 müssen zwei Probleme gelöst werden.
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1. Der zeitlich veränderliche Kalibrierfaktor K muss während der Fermentation mehrfach
bestimmt werden, ohne dass dadurch der Versuchsansatz unterbrochen werden darf. Wie
in Abschnitt 4.2 anhand von Abbildung 4.1 gezeigt wurde, eignet sich der Steady-state-
Ansatz dazu nicht. Es muss also eine Kalibriermethode entwickelt werden, die auch die
dynamischen Verhältnisse in der Gasphase mit berücksichtigt.
2. Abbildung 4.3 in Abschnitt 4.2 macht deutlich, dass es notwendig ist, eine Approximation
des Sensorsignals zu etablieren, um eine Auswertung in allen Phasen sinnvoll durchführen
zu können.
5.1. Dynamische Kalibrierung
Da die Sauerstoffsensoren einer Drift unterliegen, ist neben dem zu bestimmenden OTR auch der
Kalibrierfaktor K in der Bilanzgleichung 5.2 unbekannt. Um beide Größen ermitteln zu können,
benötigt man somit einen weiteren Zusammenhang. Dieser kann über die Stoppphasen erhalten
werden. Obwohl die Stoppphasen zur Berechnung der OTR bei einer kontinuierlichen Auswer-
tung nach Gleichung 5.2 nicht nötig wären, können sie den benötigten Zusammenhang liefern.
Am Ende der Spülphase und am Anfang der folgenden Stoppphase sollten OTR und K jeweils
gleich groß sein, da beide Betriebspunkte sich nur von der Schaltstellung der Ventile unterschei-
den.
Abbildung 5.1 veranschaulicht das Prinzip der Kalibrierung. Hier ist schematisch ein Ausschnitt
aus einer Signalkurve während einer Kalibrierung dargestellt, bei dem nach einer Spülphase die
konvektive Begasung ausgesetzt wird und somit die Stoppphase beginnt. Gelingt es, die Sensor-
daten der Spülphase und der darauffolgenden Stoppphase durch differenzierbare Ausgleichsfunk-
tionen zu approximieren, erhält man durch Gleichsetzen der OTR-beschreibenden Gleichungen
dieser beiden Phasen den Kalibrierfaktor K, der auch die Gasphasendynamik während der Spül-
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Abbildung 5.1: Funktionsprinzip der neuen Kalibrierung; ● Sensorsignal, – Fit durch die Spül-
phase (rinse) gemäß Smoothing Spline nach Gleichung 2.29,– Fit durch die Stoppphase (stop)
gemäß Polynom nach Gleichung 5.14
phase berücksichtigt (Herleitung in Anhang A.2).
K = −V˙in ⋅ pO2,in( dUO2 ,intersec,stopdt − dUO2 ,intersec,rinsedt ) ⋅VG−V˙out ⋅(UO2,intersec−UO2,0) (5.4)
UO2,intersec ist dabei das Sensorsignal am Schnittpunkt von Low-Flow- und Stoppphase.
Zur Ermittlung der Ableitung am Ende der Low-Flow-Phase, wird das Sensorsignal mit Hilfe von
Smoothing Splines approximiert. Die Durchführung dieser Approximation ist in Abschnitt 5.2
beschrieben. Um beurteilen zu können, ob der Fit den Verlauf der Signalkurve richtig wieder
gibt, wird außerdem die Standardabweichung des Smoothing Spline Fits zu den Messdaten am
Ende der Low-Flow-Phase berechnet. Dazu werden die letzten 5 Messdatenpunkte der Low-Flow-
Phase herangezogen. Um diesen Wert für eine Beurteilung des Fits verwenden zu können, muss
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auch das durchschnittliche Rauschen des Sensors bekannt sein. Da dieses abhängig vom Sensor
ist, wird aus allen bis dahin vorliegenden Daten des Sauerstoffsensors fortlaufend ebenfalls die
Standardabweichung zu den vorliegenden Smoothing Spline Fits berechnet. Diese gilt dann als
Maß für das durchschnittliche Signalrauschen. Die Ausgabe dieses Wertes in einer zukünftigen
Softwareversion wäre denkbar und könnte auch zur Beurteilung des Zustandes der Sensoren her-
angezogen werden.
Die Beschreibung der Stoppphasen mit Hilfe von Smoothing Splines gelingt hingegen nicht. Der
Abfall des Partialdrucksignals zeigt einen zu steilen Verlauf, so dass man für die Beschreibung
von Steigungsänderungen einen höheren Regularisierungsparameter bräuchte, was allerdings zu
einer zu hohen Fehlerverstärkung führt. Das Fitten der Stoppphase mit einer Geraden, wie sie
nach der Methode von Anderlei u.a. (2001; 2004) benutzt wird, vernachlässigt allerdings die
Veränderlichkeit des OTR während der Stoppphase und die Zeitverzögerung des Sensors. Daher
wird die Annahme getroffen, dass sich der OTR während der Stoppphase konstant ändern kann.
d2 pO2,stop
dt2
= −dOT Rstop
dt
⋅VL ⋅R ⋅T
VG
= const. (5.5)
Eine einfache Fitgleichung, die eine konstante Steigungsänderung der Stoppphase beschreibt, ist
ein Polynom 2. Grades:
pO2,stop = a ⋅ t2+b ⋅ t +c (5.6)
Durch differenzieren erhält man:
d pO2,stop
dt
= 2 ⋅a ⋅ t +b (5.7)
d2 pO2,stop
dt2
= 2 ⋅a (5.8)
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Aus 5.5 und 5.8 folgt:
a = −1
2
dOT Rstop
dt
VL ⋅R ⋅T
VG
(5.9)
Daraus und aus 2.2 und 5.7 folgt:
b = (dOT Rstop
dt
⋅ t −OT Rstop)VL ⋅R ⋅TVG (5.10)
Der Parameter a enthält die Änderung des OTR. Diese wird während der Stoppphase als konstant
angenommen und lässt sich somit aus der Steigung der vorangehenden Spülphase beschreiben:
dOT R,rinse
dt
= −d pO2,rinse
dt
⋅ V˙out
VL ⋅R ⋅T − d2 pO2,rinsedt2 ⋅ VGVL ⋅R ⋅T (5.11)
Da
d2 pO2 ,rinse
dt2 als sehr klein angenommen werden kann, wird der Term
d2 pO2 ,rinse
dt2 ⋅ VGVL⋅R⋅T vernachläs-
sigt. Damit ergibt sich für a:
a = 1
2
d pO2,rinse
dt
V˙out
VG
(5.12)
Der Parameter b enthält die OTR, die sich in der Stoppphase verändern kann. Somit sind b und c
als Fitparameter zu verwenden. Als Fitgleichung erhält man:
pO2,stop = 12 d pO2,rinsedt V˙outVG ⋅ t2+b ⋅ t +c (5.13)
Für die Kalibrierung ist diese Gleichung allerdings unpraktisch, da für die Berechnung des Sau-
erstoffpartialdrucks der zu bestimmende Kalibrierfaktor K bekannt sein muss. Daher wird die
Gleichung noch einmal durch K dividiert und man erhält eine Fitgleichung, die das Signal eines
idealen Sensors (kein Rauschen, kein Sensorverzug) beschreibt.
UO2,stop,ideal = 12 dUO2,rinsedt V˙outVG ⋅ t2+b′ ⋅ t +c′ (5.14)
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Weiterhin zeigt der Sauerstoffsensor eine Reaktionszeit, die zu einem Verzug des Sensorsignals
führt. Dieser macht sich vor allem bei plötzlichen und schnellen Wechseln bemerkbar. Ein Aus-
schnitt aus einer realen Sensorsignalkurve einer Fermentation ist in Abbildung 5.2 dargestellt. Es
sind auch die Stellen eingezeichnet, an denen der Fluss wechselt. Es sind deutlich Verzögerun-
gen des Messsignals zu sehen, die bei der Auswertung berücksichtigt werden müssen. Besonders
deutlich wird dies beim Übergang von der Low-Flow-Phase in die Stoppphase, bei der der schein-
bar lineare Teil der Kurve erst nach einem deutlichen Verzug erreicht wird. Gleichung 5.13 gibt
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Abbildung 5.2: Ausschnitt aus einer Sensorsignalkurve einer RAMOS-Fermentation mit Dar-
stellung der Phasenwechsel (E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit
10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen
VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5)
somit lediglich den Verlauf einer Messung wieder, die mit einem idealen Sensor, ohne Verzugs-
effekte, aufgezeichnet werden könnte. Der Delay-Effekt muss daher herausgerechnet werden.
Dafür wird ein nichtlinearer Optimierer verwendet, der die Differenz zwischen den Messdaten
und dem Ergebniss Ustop,delay aus dem Modell der Gleichungen 5.15 und 5.16 minimiert. Dabei
werden die Parameter b’ und c’ variiert. Der Parameter c’ wird hierbei für die Ermittlung der
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Anfangsbedingungen benötigt.
dUO2,stop,ideal
dt
= dUO2,rinse
dt
⋅ V˙out
VG
⋅ t +b′ (5.15)
dUO2,stop,delay
dt
= UO2,stop,ideal −UO2,stop,delay
τO2
(5.16)
Für die Optimierung in MATLAB wird das Trust-Regionverfahren mit einer Toleranz von 10−3
verwendet. Die Differentialgleichungen werden mit der Trapezregel mit einer Fehlertoleranz von
10−8 gelöst. Auch für die Stoppphase wird eine Standardabweichung berechnet, um die Qualität
des Fits beurteilen zu können. Die Entwicklung des Verzugmodells ist in Abschnitt 5.3 beschrie-
ben.
Vor jeder möglichen Kalibrierung, also immer nach Ablauf der Stoppphase, wird zunächst über-
prüft, ob die Fits die Spannungsdaten hinreichend gut approximieren. Dazu werden die Stan-
dardabweichungen vom Ende der Low-Flow-Phase und des Stoppphasefits jeweils mit der Stan-
dardabweichung des Sensors, welche fortlaufend ermittelt wird, verglichen. Liegt bei einem der
beiden Vergleiche eine zu hohe Differenz vor, wird keine Kalibrierung durchgeführt. Als prakti-
sche Erfahrungswerte für diese Differenz haben sich 0,002 mV für die Spülphase und 0,001 mV
für die Stoppphase bewährt.
Im Falle einer erfolgreichen Überprüfung der Fits, wird der Kalibrierfaktor gemäß Gleichung 5.4
gelöst. Da die Kalibrierwerte damit lediglich an diskreten Punkten vorliegen, sowie durch die Mo-
dellannahmen, Messdatenrauschen und daraus resultierenden Fitungenauigkeiten auch um einen
tatsächlichen Wert streuen, wird eine Ausgleichsfunktion durch die Kalibrierwerte gelegt, die spä-
ter für die Datenauswertung verwendet wird. Realisiert wird dies mit einem Smoothing Spline
mit einem Regularisierungsparameter von preg=0,1. Dieser wurde als ein geeigneter Erfahruns-
gwert ausgemacht, da er zu einem relativ steifen Spline Fitting führt, welches von einzelnen
Ausreißern in den Kalibrierfaktoren nicht stark beeinflusst wird. Dennoch kann der Spline den
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Verlauf der Kalibrierfaktoren realistisch wiedergeben.
5.2. Approximation mit Smoothing Splines
Wie bereits in Abschnitt 4.2 dargestellt, muss das Sensorsignal aufgrund seines Rauschens hin-
reichend gut approximiert werden. Bei einer Approximation mit Smoothing Splines (siehe Ab-
schnitt 2.3.1) muss ein Regularisierungsparameter preg gewählt werden, der zu einem möglichst
optimalen Kompromiss zwischen kleinem Datenfehler und kleinem Datenrauschen im Ergebnis
führt.
5.2.1. Detektion von Unstetigkeitsstellen im Sensorsignal
Um ein möglichst kleines preg verwenden zu können, ist es sinnvoll, die Abschnitte der Kur-
ve, in denen eine besonders hohe Dynamik vorliegt, speziell zu behandeln. Durch das Vorlie-
gen von Unstetigkeitsstellen im Sensorsignal, wie sie beispielsweise bei plötzlich auftretenden
Substratlimitierungen vorkommen, führt ein zu klein gewählter Regularisierungsparameter zu ei-
ner Überglättung des Signals. Ein solcher Fall ist in Abbildung 5.3 gezeigt. Dargestellt ist ein
Ausschnitt aus der realen Sensorsignalkurve einer Fermentation von E. coli in Wilms-MOPS-
Medium und die Smoothing Spline Fits der Low-Flow-Phase, die mit einem Regularisierungs-
parameter von preg=0,999 durchgeführt wurden. Nach ungefähr 6 Stunden Fermentationzeit tritt
ein starker Knick in der Signalkurve auf, der auf die Erschöpfung der Glucose zurückzuführen
ist. Dadurch kommt es zu einem schnellen Abfall der Atmungsaktivität der Mikroorganismen.
Der Spline Fit ist in dieser Phase allerdings nicht in der Lage, den Verlauf der Kurve realistisch
wieder zu geben und es kommt zu einer Überglättung der Kurve. Dies würde zu Fehlern in der
Datenauswertung und auch in der Kalibrierung führen. Eine Erhöhung des Regularisierungspara-
meters würde diesen Datenfehler zwar reduzieren, würde aber, wie bereits dargestellt, zu einem
stärkerem Rauschen der OTR-Kurve führen. Aus diesem Grund ist ein Algorithmus sinnvoll, der
in der Lage ist, Unstetigkeiten zu erkennen und eine Teilung der Fits vorzunehmen. Somit kann
ein Fit bis zu der Unstetigkeitstelle erzeugt werden und ein weiterer direkt nach dieser Stelle bis
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Abbildung 5.3: Approximation der Signalkurve mit Smoothing Splines mit Regularisierungspa-
rameter p=0,999 bei Vorliegen einer Substratlimitierung (E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in
Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttlerdreh-
zahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5); — Sensorsignal, –
Smoothing Spline Fit
zum Ende der Phase. Konzepte für eine Erkennung solcher Unstetigkeiten liegen in der Literatur
vor (Chen und Chin 1993; Medioni und Yasumoto 1886). Ein Algorithmus, der im Rahmen die-
ser Arbeit entwickelt wurde, basiert auf folgendem Konzept:
Für jedes Fitting, sowohl in den Spül- als auch in den Stoppphasen werden die Standardabwei-
chungen der Fits von den Sensordaten berechnet. Diese sind ein Maß für die Güte der Approxima-
tion. In den Phasen, in denen keine Unstetigkeiten vorliegen, sollten die Standardabweichungen
in etwa das gleiche Niveau haben, das lediglich von dem Rauschen des Sensors abhängt. Dieses
liegt bei 0,002 mV. Im Falle einer Unstetigkeit ist die Standardabweichung des Fits aber deut-
lich größer. In Abbildung 5.4 sind die Standardabweichungen der Smoothing Spline Fits für alle
Low-Flow-Phasen der in Abbildung 5.3 dargestellten Fermentation aufgetragen. Tatsächlich ist
die mangelhafte Approximation an der stark erhöhten Standardabweichung zu erkennen. Dies
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schafft die mathematische Grundlage für einen Detektionsalgorithmus.
Abbildung 5.4: Standardabweichungen der Low-Flow-Phasen bei Smoothing Spline Approxima-
tion des Experimentes mit Regularisierungsparameter preg=0,999 (E. coli BL21 pRSet eYFP-
IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttler-
drehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5)
Neben einer Unstetigkeit kann aber auch ein kurzzeitiger Sensorfehler, wie in Abbildung 5.5
zur Zeit 3,15 h gezeigt, Grund für eine hohe Standardabweichung sein. Solche Effekte treten
manchmal für wenige Messpunkte auf, sind lediglich technischer Natur und haben somit keinen
Zusammenhang zur Biologie. Ein solcher Sensorfehler soll nicht zu einer Teilung des Splines
führen. Vielmehr sollen die abweichenden Daten überglättet werden. Die Identifikation von Be-
reichen mit Sensorfehlern gelingt nach dem folgenden Prinzip: Alle Low-Flow- und Stopppha-
sen werden jeweils mit zwei Splines S1 und S2 unterschiedlicher Smoothing-Parameter preg,1 und
preg,2 approximiert. Dies ist in Abbildung 5.5 für eine Low-Flow-Phase mit Sensorfehler und in
Abbildung 5.6 für eine Low-Flow-Phase mit Unstetigkeit dargestellt.
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Abbildung 5.5: Messdaten aus einer Fermentation mit Auftreten eines Sensorfehlers und Ap-
proximation der Low-Flow-Phase mit Smooting Spline Fits mit dem Regularisierungsparame-
tern preg=0,99 und preg=0,999 (E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit
20 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen
VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5); — Sensorsignal, – Smoothing Spline Fit (preg=0,99),
– Smoothing Spline Fit (preg=0,999)
Die Phase mit Knick weist dann die Standardabweichungen sK,1 und sK,2 und jene mit Sen-
sorfehler die Standardabweichungen sF,1 und sF,2 auf. Wenn sK,1 und sK,2, sowie sF,1 und sF,2
jeweils miteinander verglichen werden, kann der Abweichungsgrund festgestellt werden. Im Fall
eines Sensorfehlers ergibt die Differenz der beiden Standardabweichungen der zwei Splines mit
unterschiedlichem preg einen deutlich kleineren Wert als bei einer Unstetigkeit. Der Grund liegt
darin, dass vor und nach einem Sensorfehler beide Splines SF,1 und SF,2 die Sensordaten ähnlich
gut approximieren. Bei der Substratlimitierung allerdings, werden die Daten durch SK,1 und SK,2
deutlich verschieden angenähert, so dass sich für die Differenz sK,1 - sK,2 ein vergleichsweise
großer Wert ergibt.
In Abbildung 5.7 sind die Standardabweichungen der beiden Fits SK1 und SK2 für den Fall der Un-
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Abbildung 5.6: Unstetigkeit in der Spülphase eines Ramos-Experimentes und Smoothing Spline
Fits mit den Regularisierungsparametern preg=0,99 und preg=0,999 (E. coli BL21 pRSet eYFP-
IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttler-
drehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5); — Sensorsignal,–
Smoothing Spline Fit (preg=0,99), – Smoothing Spline Fit (preg=0,999)
stetigkeit aus Abbildung 5.6 und der beiden Fits SF1 und SF2 für den Fall des Sensorfehlers aus
Abbildung 5.5 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass alle Fits eine Standardabweichung aufweisen,
die größer als das übliche Sensorrauschen sind. Ebenfalls dargestellt sind die jeweiligen Diffe-
renzen der Standardabweichungen. Im Fall der Unstetigkeit erreicht diese hier einen Wert von ca.
0,009 mV, bei einem Sensorfehler ist die Differenz deutlich kleiner. Als zulässige Differenz zwi-
schen zwei Standardabweichungen wird ein Wert von 0,0035 mV festgelegt. Bei Differenzen in
den Standardabweichung, die unter diesem Wert liegen, wird ein Sensorfehler angenommen und
die Daten überglättet. Bei Differenzen über diesem Wert soll eine Teilung des Fits vorgenommen
werden.
Ist das Vorhandensein einer Unstetigkeit in einer Phase auf diese Weise detektiert, muss die
Position dieser innerhalb der Phase ermittelt werden. Die Phase, in der eine Unstetigkeitsstelle
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Abbildung 5.7: Vergleich der Standardabweichungen bei plötzlichen Verlaufsänderungen und
Sensorfehlern für die Beispiele von Abbildungen 5.5 und 5.6; links: Phase mit Unstetigkeit,
rechts: Phase mit Sensorfehler, ◾ Standardabweichung des Fits mit preg=0,999, ◾ Standardab-
weichung des Fits mit preg=0,99, ◾ Differenz der Standardabweichungen beider Fits
entdeckt wurde, wird dazu in q gleich große Teilabschnitte geteilt. Für jeden möglichen Teilungs-
punkt wird sowohl ein Smoothing Spline vom Beginn der Phase bis zu diesem Teilungspunkt, als
auch vom Teilungspunkt bis zum Ende der Phase an die Messdaten gefittet. Für beide Fits wer-
den erneut Standardabweichungen berechnet. Die Stelle, an deren Teilung die beiden Spline Fits
in Summe die geringste Standardabweichung aufweisen, wird als Unstetigkeitsstelle detektiert.
Das Verfahren der Eckendetektion wird in Abbildung 5.8 A-C mit einer Teilung in 3 Abschnitte
illustriert. Im ersten Schritt erfolgt die Teilung auf 1/3 der horizontalen Länge (Abbildung 5.8 A)
und im darauf folgenden auf 2/3 dieser Länge (Abbildung 5.8 B). Beim letzten Schritt, also im
unteren Teil der Abbildung, wird der Spline gar nicht mehr gesplittet (Abbildung 5.8 C). Es wird
deutlich, dass die mittlere Standardabweichung der Splines im Fall der Teilung bei 2/3 am ge-
ringsten ist. Durch Teilung an dieser Stelle werden die Messdaten am besten approximiert. In
der Praxis hat es sich bei einer Messdatendichte von 20/min und einer Spülphase von 25 min
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bewährt, jeden fünften Sensordatenpunkt als potentiellen Teilungspunkt zu betrachten.
A B C
Abbildung 5.8: Schema der Eckendetektion durch Teilen des Fits
In Abbildung 5.9 sind die summierten Standardabweichungen der beiden Teilfits in Abhängig-
keit von ihrem Teilungspunkt für das Beispiel aus Abbildung 5.6 dargestellt. Es ist ein Minimum
bei ungefähr 6,49 h zu erkennen. Vergleicht man dies mit Abbildung 5.6, so lässt sich feststellen,
dass der optimale Teilungspunkt richtig detektiert wurde. Abbildung 5.10 zeigt die Approxima-
tion dieser Low-Flow-Phase durch die beiden Teilfits bei Verwendung dieses detektierten Tei-
lungspunktes. Die Ecke ist nun deutlich besser approximiert als in Abbildung 5.6, was zu einem
deutlich kleinerem Datenfehler führt. Gleichzeitig wurde aber der Regularisierungsfehler nicht
erhöht, da dieser durch diese Methode nicht verändert wurde.
5.2.2. Bestimmung des optimalen Regularisierungsparameters für das Smoothing Spline
Fitting der Sauerstoffsensoren
Die Größe des optimalen Regularisierungsparameters preg hängt zum einen von dem Signalrau-
schen des Sensors und zum anderen von der Dynamik der OTR ab. Daher würde für jedes System
ein anderer Wert zu ermitteln sein. Für eine fortlaufende online-Auswertung ist die nachträgliche
Bestimmung eines idealen Wertes allerdings wenig sinnvoll. Daher sollte der Regularisierungs-
parameter preg für die Smoothing Spline Fits der Spülphasen schon vorher festgelegt werde. Zur
Bestimmung eines geeigneten Regularisierungsparameters wird das L-curve-Kriterium herange-
zogen (siehe Kapitel 2.3.3). Es soll den besten Kompromiss zwischen Regularisierungs- und
Datenfehler liefern. Um einen möglichst universel einsetzbaren Parameter zu finden, der sowohl
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Abbildung 5.9: Summe der Standardabweichungen beider Teilfits in Abhängigkeut vom Tei-
lungspunkt innerhalb der Spülphasen aus Abbildung 5.6 (E. coli BL21 pRSET eYFP-IL6 in
Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttlerdreh-
zahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5)
schnelle Wechsel im OTR beschreiben kann, aber auch in flachen Abschnitten zu keinem über-
mäßigem Rauschen im Ausgangssignal führt, wird die L-Curve-Methode auf eine Fermentation
angewandt, die schnelle Wechsel innerhalb kurzer Zeit beinhaltet. Dieses wird bei einer Kulti-
vierung von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose und
1,5 g/L Sorbitol erreicht. Dieses Fermentationsbeispiel weist eine Triauxie auf und wird in Ab-
schnitt 5.5.2 näher diskutiert.
Abbildung 5.11 zeigt die L-Kurve, die sich aus der Auftragung der Normen des Regularisie-
rungsfehlers gegen die des Datenfehlers bei verschiedenen Regularisierungsparametern ergibt.
Weiterhin sind auch die Regularisierungsparameter gegen die entsprechenden Normen des Da-
tenfehlers aufgetragen. Die Kurve zeigt eine typische L-Form, wobei die Ecke der Kurve von
den Datenpunkten der Regularisierungsparameter zwischen 0,999 und 0,999999 gebildet wird.
Bei Verkleinerung des Regularisierungsparameters unterhalb dieses Wertebereiches wird der Da-
tenfehler deutlich größer, ohne dass dabei der Regularisierungsfehler, der das Rauschen des Aus-
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Abbildung 5.10: Unstetigkeit in der Spülphase eines Ramos-Experimentes mit geteilten Smoo-
thing Spline Fit (E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Gluco-
se, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL,
Animpf-OD OD600,α=0,5); — Sensorsignal, ● Geteilter Fit (preg=0,99)
gangssignals beschreibt, deutlich kleiner würde. Umgekehrt führt eine Erhöhung des Regularisie-
rungsparameters über diesen Wertebereich hinaus zu einem deutlich höheren Regularisierungs-
fehler, ohne dass dabei der Datenfehler deutlich verkleinert würde. Ein optimaler Kompromiss
muss also bei der Wahl eines Parameters aus diesem Bereich liegen.
Als sinnvoller Regularisierungsparameter wird ein preg von 0,999 gewählt, also ein Wert, der die
untere Grenze des Kompromissbereichs darstellt. Die Wahl dieses Wertes hat folgende Gründe:
1. Mit einem Wert aus dem unteren Bereich wird sicher gestellt, dass das Rauschen im Aus-
gangssignal nicht zu groß wird. Dies kann passieren, wenn das Sensorrauschen überdurch-
schnittlich stark ist. In diesem Fall würde ein höherer Regulariserungsparameters zu einem
deutlich höheren Regularisierungsfehler führen.
2. Mit der Wahl eines kleineren Regularisierungsfehlers können fehlerhafte Kalibrierungen,
die auf ein unzuverlässiges Sensorsignal zurückzuführen sind, besser vermieden werden.
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Abbildung 5.11: L-Kurve zur Ermittlung des optimalen Regularisierungsparameters zur Appro-
ximation des O2-Sensorsignals mit Smoothing Splines in den Spülphasen (–◾–) und die ent-
sprechenden Regularisierungsparameter (–◾–) bei einer Fermentation von E. coli BL21 pRSet
eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose und 1,5 g/L Sorbitol, Schüttel-
durchmesser d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD
OD600,α=0,2)
Dieser Fall könnte ebenfalls bei stark rauschenden Sensoren oder auch bei einzelnen Si-
gnalfehlern kurz vor Ende der Spülphase auftreten. Fehler, die durch eine zu starke Über-
glättung von zu schnellen Wechseln in der OTR entstehen, können wiederum leicht durch
die Überprüfung der Standarbabweichung zwischen Messdaten und Fit am Ende der Spül-
phase erkannt werden.
3. Einer zu starken Überglättung eines dynamischen Abschnittes der OTR-Kurve steht noch
der Eckendetektionsalgorithmus gegenüber. Somit kann der Nachteil eines zu kleinen Para-
meters noch ausgeglichen werden. Für die Vermeidung von Nachteilen, die durch zu hohe
Regularisierungsparameter entstehen, ist keine Methode verfügbar.
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5.3. Signalverzug des Sauerstoffsensors
Eine Veränderung des Flusses oder der Atmungsraten wirkt sich nicht sofort auf das Messsignal
eines Sauerstoffsensors aus, sondern weist einen zeitlichen Verzug auf. In Abbildung 5.2 ist dies
dadurch zu erkennen, dass nach dem Umschalten von der Low-Flow- in die Stoppphase nicht so-
fort der scheinbar lineare Abfall zu erkennen ist, sondern dass sich dieser erst mit einer Verzöge-
rung von ca. einer Minute einstellt. Dieser Verzug ist auf die Sensordynamik und die Sterilmem-
bran zurückzuführen, da die Gasphase durch das Schütteln als gut gemischt angesehen werden
kann (Anderlei u. a. 2007). Dieser Verzugseffekt wirkt sich vor allem in der Stoppphase aus, da es
hier zu einer plötzlichen und schnellen Änderung des Partialdrucks in der Gasphase kommt. Für
die Kalibrierung der Sauerstoffsensoren und die Berechnung des OTR in der Stoppphase sollte
daher die Sensordynamik berücksichtigt werden. Dafür muss der Sensorverzug charackterisiert
werden. Dies kann mit Hilfe von definierten Sprüngen im Sauerstoffpartialdruck erfolgen.
Da es experimentell einfacher ist, einen Partialdrucksprung im Einlass des zugeführten Gases
zu realisieren als im gesamten Kolbenkopfraum, werden die Verzüge der Gasphase und der
Sensor/Membran-Kombination als eine Reihenschaltung von zwei Prozessen zusammengefasst.
Der erste Prozess beschreibt den Zeitverzug, der durch die Trägheit der Gasphase bedingt ist, der
zweite Prozess die Sensorträgheit. Für die Sprungversuche werden dann zwei Gasgemische mit
unterschiedlichen Sauerstoffpartialdrücken verwendet. In einem Fall wird Luft verwendet. Das
andere Gas besteht aus Luft, dessen Sauerstoffpartialdruck durch die Mischung mit einer iner-
ten Gaskomponente herabgesetzt wurde. Dabei wurden Sauerstoffpartialdrücke von 0,1888 bar,
0,2006 bar und 0,1911 bar eingestellt. Die Volumenströme dieser beiden Zuluftströme werden
gleich groß eingestellt, um Druckstöße beim Umschalten und unterschiedlich große Strömungen
in den Kolben zu vermeiden. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 5.12 skizziert. Die Zuluftströ-
me werden jeweils in ein Ventil geleitet, wobei die Ventile so geschaltet werden, dass ein Ventil
immer geschlossen ist, während das andere geöffnet ist und der dort anliegende Gasstrom in den
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Kolben gelangen kann. Ein Gasgemisch wird über den Zuluftstutzen, das andere über den An-
impfstutzen zugeführt. Die Abluft wird über den ständig geöffneten Abluftstutzen abgeführt.
Abbildung 5.12: Versuchsaufbau zur Bestimmung der Sensordynamik
Da die Sensoren einen Offset aufweisen (siehe Kapitel 6), muss dieser vorher noch bestimmt
werden. Dazu wird der leere Kolben zunächst mit reinem Stickstoff durchströmt. Der sich ein-
stellende Steady-state-Wert für die Sensorausgabepannung entspricht dem Sensoroffset UO2,0, da
an diesem Zustandspunkt kein Sauerstoff im Kolben vorhanden ist.
Für die Sprungversuche wird der Kolben, soweit nicht anders angegeben, mit Wasser gefüllt
und geschüttelt. Die rotierende Flüssigkeit soll ideale Durchmischung im Kolben sicher stellen,
so wie sie auch in RAMOS-Messungen angenommen werden. Die Versuche wurden bei 30 °C
und Umgebungsdruck durchgeführt. Der Kolben wird zunächst mit dem Gasgemisch solange
durchströmt bis das Sensorsignal einen konstanten Wert zeigt. Danach wird durch Schalten der
Ventile ein Konzentrationssprung der Zuluftkonzentration ausgelöst. Nach dem Sprung wird so
lange gewartet, bis sich erneut ein Gleichgewicht des Sensorsignals eingestellt hat.
Für die Versuchsauswertung ist zunächst die Bestimmung des Kalibrierfaktors notwendig. Dies
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kann jeweils nach Einstellung des Plateaus bei Zuströmung von Luft geschehen. Der Kalibrier-
faktor ergibt sich dann zu:
K = pO2, f eucht
UO2,Plateau−UO2,0 (5.17)
Der Sauerstoffpartialdruck für feuchte Luft berechnet sich dabei mit:
pO2, f eucht = pO2,trocken(1− pH2Opges ) (5.18)
Der Wasserdampfpartialdruck für feuchte Luft kann nach Formel 4.4 berechnet werden. Hierbei
werden 100% Luftfeuchtigkeit angenommen. Mit dem berechneten Kalibrierfaktor kann der ge-
messene Sauerstoffpartialdruck ermittelt werden.
Für die Beschreibung der Sensordynamik und der Gasphase werden verschiedene Modelle auf-
gestellt und unter Variation der Modellparameter an die Messdaten angepasst. Die Modellanpas-
sung wird nur an den Daten der ersten 10 min des Versuchs vorgenommen, damit das Modell
einen für die RAMOS-Messungen realistischen Zeithorizont wiedergibt. Im folgenden werden
die verschiedenen Modelle zur Anpassung an die Sprungexperimente dargestellt. Es soll darauf-
hin ein Modell ausgewählt werden, welches den Sensorverzug während der Stoppphase zum
einen realistisch wieder geben kann, zum anderen aber möglichst einfach ist, um den numeri-
schen Aufwand gering zu halten.
Modell 1: „First order plus time delay“:
Bei diesem Modell wird die Gasphase mechanistisch über eine Gasphasenbilanz modelliert und
der Sensorverzug empirisch über einen „first order plus time delay“-Term mit der konstanten Tot-
zeit Θ. Delay-Terme können Modelle höherer Ordnung approximieren (Seborg u. a. 2004). Der
Delay-Term beschreibt dabei die Zeitverzögerung, mit der das Signal nach der Ventilschaltung
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steigt. Mit der Verzugszeit τO2 wird der dynamische Verzug des Sensors modelliert.
K ⋅ dUO2
dt
= pO2,Kolben(t −Θ)−K ⋅UO2(t)
τO2
(5.19)
Modell 2: „Diffusion in den Sensor durch eine Diffusionsbarriere“:
Modell 2 beschreibt die instationäre Diffusion des Sauerstoffs aus dem Kolben in den Sauerstoff-
sensor durch eine Diffusionsbarriere mit der Fläche A, der Dicke l und dem Diffusionskoeffizi-
enten D. Die Sterilmembran ist dabei in dieser Diffusionsbarriere integriert. Das Volumen des
Innenraums des Sensors wird mit VSensor beschrieben. Abbildung 5.13 stellt das Modell schema-
tisch dar.
Abbildung 5.13: Modell 2: „Diffusion in den Sensor durch eine Diffusionsbarriere“
d pO2,Sensor
dt
= − pO2,Sensor − pO2
l
⋅D ⋅ A
VSensor
(5.20)
Da die Fläche A und die Dicke l der Diffusionsbarriere sowie die Volumina der Gasräume kon-
stant bleiben und der Diffusionskoeffizient ebenfalls als konstant angenommen wird, kann der
Ausdruck l⋅AD⋅VSensor zu einer Zeitkonstante zusammengefasst werden. Der Einfluss der Abreiche-
rung von Sauerstoff im Kopfraum des Kolbens durch den Sensor wird vernachlässigt, da das
Kopfraumvolumen wesentlich größer als das Volumen des Sensors ist. Tatsächlich konnten mit
Berücksichtigung dieser Abreicherung keine Unterschiede in den Ergebnissen ausgemacht wer-
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den. Mit der sich somit ergebenen Zeitkontstanten τO2 = l⋅AD⋅VSensor ergibt sich die Modellgleichun-
gen 5.21:
d pO2,Sensor
dt
= − pO2,Sensor − pO2
τO2
(5.21)
Modell 3: „Diffusion in den Sensor durch zwei Diffusionsbarrieren“:
Bei diesem Modell wird angenommen, dass zwei Diffusionsbarrieren hintereinander geschaltet
sind. Damit ist ein Parameter mehr vorhanden, der z.B. den Gasraum zwischen Sterilmembran
und Sensor beschreiben kann. Das Modell ist in Abbildung 5.14 skizziert. Analog zu Modell 2
pO2,in
VSensor, pO2,Sensor
VG, pO2
inV
•
outV
•
p2
Abbildung 5.14: Modell 3: „Diffusion in den Sensor durch zwei Diffusionsbarrieren“
ergeben sich die Gleichungen 5.22 und 5.23.
d p2
dt
= − p2− pO2
τO2,1
+ pO2,Sensor − p2
τO2,2
(5.22)
d pO2,Sensor
dt
= − pO2,Sensor − p2
τO2,3
(5.23)
Modell 4: „Diffusion in den Sensor mit O2-Verbrauch“:
Abbildung 5.15 stellt ein Modell dar, dass auf Diffusion in den Sensor durch eine Diffusions-
barriere und Sauerstoffverbrauch durch den Sensor beruht. Die Sensorantwort kann durch die
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Gleichung 5.24 beschrieben werden:
pO2,in
VSensor, pO2,Sensor
VG, pO2
inV
•
outV
•
r
(Verbrauchsrate 
durch Sensor) 
Abbildung 5.15: Modell 4: „Diffusion durch Sensor mit O2-Verbrauch“
d pO2,Sensor
dt
= − pO2,Sensor − pO2
τO2
− r (5.24)
r beschreibt die Rate der sauerstoffverbrauchenden Reaktion des Sensors und kann aus dessen
Stöchiometrie berechnet werden. Da mit VSensor auch hier ein Parameter auftaucht, der nicht zu
bestimmen ist, lässt sich r allerdings auch als Schätzparameter behandeln. Grundsätzlich sollte,
bei bekanntenm Widerstand, auch eine Abschätzung der Verbrauchsrate durch den Sensor mög-
lich sein.
Abbildung 5.16 zeigt für einen Sprung exemplarisch die Messdaten der ersten 10 min, sowie für
alle Modelle die entsprechenden berechneten Verläufe für den real vorliegenden Sauerstoffparti-
aldruck und die Sensorantwort. Die Modellergebnisse entstanden unter Anpassung der Modelle
an die Messdaten mit Verwendung der Zeitkonstanten und des Delay-Terms als Anpassparame-
ter. Im vorliegenden Fall wurde ein Volumenstrom von 9 mL/min angelegt und der Kolben mit
einem Füllvolumen von VL=10 mL bei 300 rpm geschüttelt. Es ist zu beachten, dass der Kolben
mit trockener Luft begast wurde. Im Kolbeninneren kann Feuchtesättigung angenommen werden,
so dass der Sauerstoffpartialdruck im Kolben unter dem der begasten Luft herab fällt.
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Die Messdaten zeigen gegenüber dem realen Verlauf des Partialdrucks eine deutlich erkennba-
re Verzögerung. Währen der reale Partialdruck sofort nach Setzen des Sprungs abfällt, weisen
die Messdaten anfangs noch keine Veränderung ihres Niveaus auf. Innerhalb der ersten 10 min
kommt es auch nicht zur Deckung dieser beiden Kurven.
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Abbildung 5.16: Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks gemäß Sensorsignal während eines Sprung-
versuchs (–) sowie der berechnete Verlauf des real vorliegenden Sauerstoffpartialdrucks (–)
und die optimierte Modellkurve des Sauerstoffpartialdrucks (–) für verschiedene Modelle;
A: Modell 1: „First order plus time delay“, B: Modell 2: „Diffusion in den Sensor durch ei-
ne Diffusionsbarriere“, C: Modell 3: „Diffusion in den Sensor durch zwei Diffusionsbarrie-
ren“, D: Modell 4: „Diffusion durch Sensor mit O2-Verbrauch“; experimentelle Bedingungen:
T=30 °C, n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=9 mL/min, pO2,start=0,2006 bar, pO2,in=0,197 bar (ent-
spricht 0,189 bar bei feuchtegesättigter Luft)
Die Modellkurven, die den Sensorverzug wieder geben, zeigen hingegen eine gute Übereinstim-
mung mit den Messdaten. Dabei ist auch zu erkennen, dass keines der Modelle einen deutlichen
Vorteil bezüglich der Genauigkeit aufweist. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, für die Berück-
sichtigung des Sensorverzugs das Modell 2 zu verwenden. Dieses ist am einfachsten, da es nur
mit einem Parameter (τO2) auskommt. Dies kann vorteilhaft bei einer schnellen Berechnung sein.
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Um auch den Einfluss der Verwendung eines Verzugsmodells nach der Einlaufphase bewerten
zu können, werden für die in Abbildung 5.16 B dargestellten Kurven des real vorliegenden Sau-
erstoffpartialdrucks und von Modell 2 die Steigungen nach fünf Minuten betrachtet. Optisch
lassen sich in Abbildung 5.16 B zwar keine Unterschiede erkennen, dennoch weist die real Kur-
ve hier eine Steigung von -0,03612 barh auf, die Steigung der Kurve von Modell 2 beträgt nach
fünf Minuten -0,03684 barh . Geht man von einem Flüssigkeitsvolumen von VL=10 mL, einem
Kopfraumvolumen von VG=280 mL und einer Temperatur von 30 °C aus, so resultiert dieser
Unterschied nach Gleichung 2.2 in einer OTR-Differenz von 0,0008 mol/L/h.
Für verschiedene Bedingungen wurden daraufhin Sprungversuche durchgeführt und, wie oben
beschrieben, die Zeitkonstanten für das Modell 2 berechnet. Abbildung 5.17 zeigt die experimen-
tell ermittelten Verzugszeiten aus diesen Versuchen. Dabei wurde jeweils unterschieden, ob bei
dem Sprung eine Erhöhung oder eine Absenkung des Partialdrucks vorgenommen wurde.
Die Zeitkonstanten liegen für alle Versuchsbedingungen zwischen 0,012 h und 0,018 h und die
Standardabweichungen im Bereich von 0,004 h. Dabei lässt sich keine Abhängigkeit von den
experimentellen Bedingungen feststellen. Auch im ungeschüttelten und leeren Kolben werden
Zeitkontanten ermittelt, die im Bereich der geschüttelten und flüssigkeitsbefüllten Kolben liegen.
Es ist lediglich zu beobachten, dass die Zeitkonstanten bei einer Abreicherung von Sauerstoff in
der Gasphase kleiner sind, was bedeutet, dass die Sensoren in diesem Fall etwas schneller reagie-
ren. Da es während einer Kalibrierphase immer zu einer Sauerstoffabreicherung kommt, wird für
die Auswertungen von Messungen daher eine Zeitkonstante von τO2=0,013 h gewählt.
5.4. Sauerstofflimitierungen
In der oben beschriebenden Methode wird durch die Festlegung des Parameters a in Gleichung 5.6
bzw. daraus folgend in Gleichung 5.14 angenommen, dass sich die OTR in der Stoppphase so
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Abbildung 5.17: Verzugszeiten der Sauerstoffsensoren aus Sprungversuchen nach Modell 2 (Dif-
fusion in den Sensor durch eine Diffusionsbarriere); experimentelle Bedingungen: T=30 °C,
(1) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=16,5 mL/min, pO2,start=0,1888 bar, pO2,in=0,2094 bar;
(2) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=9,5 mL/min, pO2,start=0,2094 bar, pO2,in=0,1888 bar;
(3) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=9 mL/min, pO2,start=0,2006 bar, pO2,in=0,197 bar; (4)
n=0 rpm, VL=0 mL, V˙in=18 mL/min, pO2,start=0,2094 bar, pO2,in=0,2006 bar; (5) n=0 rpm,
VL=0 mL, V˙in=18 mL/min, pO2,start=0,2006 bar, pO2,in=0,2094 bar; (6) n=200 rpm, VL=10 mL,
V˙in=59,1 mL/min, pO2,start=0,1911 bar, pO2,in=0,2094 bar; (7) n=200 rpm, VL=10 mL,
V˙in=56,7 mL/min, pO2,start=0,2006 bar, pO2,in=0,1996 bar
verhält, wie sie es in einer Spülphase tun würde. Dies setzt voraus, dass die Stoppphase an sich
keinen Einfluss auf den Sauerstofftransfer hat.
Bei Auftreten einer Sauerstofflimitierung vermindert sich allerdings während der Stoppphase
die Triebkraft des Sauerstofftransfers, da die Gelöstsauerstoffkonzentration cO2,l in der Nähe des
KM-Wertes für Sauerstoff und damit sehr klein ist und nicht mehr weiter absinken kann, während
der Kopfraumpartialdruck pO2,g weiter absinkt. Dies führt zu einer Verminderung der OTR in
der Stoppphase. Dieser Zusammenhang kann aus Gleichung 4.5 gefolgert werden. Damit ist in
einem solchen Fall die Beschreibung der Stoppphase mit einem Polynom, welches die Steigung
5. OTR-Bestimmung nach neuer Auswertung 62
der vorhergehenden Spülphase berücksichtigt, nicht korrekt. Vielmehr kommt es zu einem loga-
rithmischen Abfall des Sauerstoffpartialdrucks im Kopfraum des Kolbens (Anderlei 2001), der
nach Gleichung 5.25 beschrieben werden kann.
ln
UO2(t)
UO2(t = 0) = ∆t ⋅ T ⋅R ⋅VLVG ⋅ kLaHe (5.25)
Nach Umformung und Ersetzen des Ausdrucks T ⋅R⋅VLVG ⋅ kLaHe durch den Fitparameter d erhält man
die Fitgleichung 5.26, die den Verlauf des Sensorsignals während der Stoppphase beschreibt.
UO2(t) =UO2(t = 0) ⋅et⋅d (5.26)
Es soll daher geprüft werden, ob eine Sauerstofflimitierung automatisch erkannt und daraufhin
der Kalibrieralgorithmus unter Anwendung von Gleichung 5.26 angepasst werden kann. Versu-
che, Sauerstofflimitierungen anhand des Sensorsignalverlaufes in der Stoppphase detektieren zu
können, sind in früheren Arbeiten bisher erfolglos geblieben (Anderlei 2001).
Die Möglichkeit, aus den Messdaten der Stoppphase direkt eine Limitierung zu erkennen, wird
anhand eines Modells der Stoppphase untersucht. Dafür werden für einen festgelegten OTR von
0,06 mol/L/h zu Beginn der Stoppphase Sauerstoffpartialdruckabfälle für drei verschiedene Fälle
berechnet. In allen Fällen wird eine Sauerstofflöslichkeit im Medium von LO2 0,0012 mol/L/bar
angenommen und für den Sauerstoffpartialdruck ein Startwert von pO2,g,0=0,18 bar festgelegt.
Weiterhin sind VL=10 mL, T=303,15 K und VG=265,15 mL.
Im ersten Fall wird ein unlimitiertes System ohne Wachstum angenommen. Als OUR wird über
die ganze Stoppphase ein konstanter Wert von 0,06 mol/L/h verwendet. Der kLa-Wert wird auf
0,106 1/s festgelegt. Der Anfangswert für die Gelöstsauerstoffkonzentration ergibt sich nach Um-
5. OTR-Bestimmung nach neuer Auswertung 63
formen der Gleichung 4.5.
cO2,l = LO2 ⋅ pO2,g− OT R0kLa (5.27)
Folgendes Gleichungssystem wird für diesen Fall gelöst:
OT R = kLa ⋅(LO2 ⋅ pO2,g−cO2,l) (5.28)
d pO2,g
dt
= −OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(5.29)
dcO2,l
dt
=OT R−OUR (5.30)
Im zweiten Fall wird eine Sauerstofflimitierung angenommen, die zu Beginn der Stoppphase
einsetzt. Die Gelöstsauerstoffkonzentration ist hier von Anfang an 0. Der kLa-Wert berechnet
sich in diesem Fall wie folgt:
kLa = OT R0LO2 ⋅ pO2,g (5.31)
Folgendes Gleichungssystem ist dann zu lösen:
OT R = kLa ⋅LO2 ⋅ pO2,g (5.32)
d pO2,g
dt
= −OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(5.33)
Im dritten Fall wird ein unlimitiertes System mit Wachstum angenommen. Dabei wird zusätzlich
zum ersten Fall ein kontinuierlicher Anstieg der OUR von dOURdt =0,0223 mol/L/h
2 angenommen.
Das Gleichungssystem ergibt sich wie folgt:
OT R = kLa ⋅(LO2 ⋅ pO2,g−cO2,l) (5.34)
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d pO2,g
dt
= −OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(5.35)
dcO2,l
dt
=OT R−OUR (5.36)
dOUR
dt
= konst. (5.37)
Weiterhin wird nach Gleichung 5.1 für alle Fälle der Sauerstoffpartialdruck in ein Sensorsi-
gnal umgewandelt. Dabei wird ein Kalibrierfaktor von K= 0,019 bar/mV und ein Offset von
UO2,0=0 mV festgelegt. Weiterhin wird in allen Fällen ein Sensorverzug gemäß Gleichung 5.21
mitgerechnet. Die Verzugskonstante τO2 wird auf 0,013 h festgelegt. Weiterhin wird ein Sensor-
rauschen von 0,001 mV über eine Zufallsfunktion modelliert.
Abbildung 5.18 A zeigt die Verläufe der Sensorsignale für die Stoppphase für die oben genann-
ten Bedingungen. Während die Kurve für das unlimitierte System ohne Wachstum einen linearen
Abfall aufweist, weichen die anderen beiden Fälle jeweils leicht davon ab. Die Kurve für die
Sauerstofflimitierung in Abbildung 5.18 A hat eine leichte Krümmung nach oben, die aus der
sinkenden Triebkraft und somit aus einem fallenden OTR resultiert. Im Falle des unlimitierten
Wachstums kommt es dagegen zu einer erhöhten Atmung und somit zu einem stärkeren Abfall
des Signals. Es wird aber deutlich, dass selbst unter Einsatz eines idealen Sensors, der weder
Rauschen noch Verzug aufweist, die Unterschiede in der Krümmung sehr gering sind, so dass
diese in Abbildung 5.18 A kaum zu erkennen sind.
Für die gleiche Situation sind in Abbildung 5.18 B die Kurven dargestellt, die aus einem Sen-
sorverzug von 0,013 h resultieren und mit einem statistischen Rauschen von 0,001 mV versehen
wurden. Auch in diesem Fall sind die Unterschiede zwischen den Kurven kaum zu erkennen, so
dass die Möglichkeit einer Detektion der Stoppphasenkrümmung nahezu ausgeschlossen werden
kann. Selbst der in Abbildung 5.18 B dargestellte Fall gilt als nicht realistisch, da das Rauschen
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Abbildung 5.18: Modellierter Sauerstoffpartialdruckabfall für die Fälle „unlimitiertes System
ohne Wachstum“ (–), „Sauerstofflimitierung“ (–) und „unlimitiertes System mit Wachstum“
(–) bei Annahme eines idealen Sensors (A), Annahme eines Sensors mit Zeitverzug τ=0,013 h
und einem Rauschen von 0,001 mV (B), Annahme eines Sensors mit Zeitverzug τ=0,013 h und
einem Rauschen von 0,001 mV (gleiche Kurve wie auch in B), zusätzlich:(–) Annahme eines
Sensors mit Zeitverzug von τ=0,014 h (C)
in der Realität viel ungleichmäßiger auftreten kann, das Sensormodell nicht perfekt gültig ist und
zudem die Zeitkonstante keine exakt bekannt Größe ist, sondern vielmehr ein aus Experimenten
bestimmter Mittelwert (siehe Abbildung 5.17).
Abbildung 5.18 C zeigt neben den bereits dargestellten Kurven für die verrauschten und mit
τO2=0,013 h verzögerten Signale für den unlimitierten Fall ohne Wachstum und für eine Sauer-
stofflimitierung zusätzlich die Kurve für den unlimitierten Fall ohne Wachstum mit einem Sensor-
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verzug von τO2=0,014 h. Dies stellt den Fall dar, bei dem der Sensor nur wenig langsamer reagiert
als mit einer Zeitkonstante von τO2=0,013 h angenommen. Dabei sieht man, dass die Kurve für
den unlimitierten Fall sogar über der mit der Sauerstofflimitierung liegt. Abweichungen in der
Zeitkonstante können in der Realität durchaus größer sein, so dass sich folgern lässt, dass eine
Detektion der Stoppphase aufgrund des Verzugseffektes und seiner zu ungenauen Beschreibung
unmöglich ist.
Daraus folgt, dass im Falle einer Sauerstofflimitierung mit einer fehlerhaften Kalibrierung zu
rechnen ist. Eine Abschätzung und Bewertung dieses Fehlers soll mit Hilfe des in Abschnitt 4.1
vorgestellten Modells vorgenommen werden. Dazu wird eine Wachstumskurve mit Sauerstoffli-
mitierung simuliert. Folgende Parametereinstellungen werden vorgenommen: VKolben=280 mL,
VL=10 mL, T=30 °C, p=1 bar, d0=50 mm, S0=45 g/L, YXS=0,5 g/g, X0=0,5 g/L, KS=4 g/L,
µmax=0,2/s, KO2=8⋅10−9 mol/L, YXO2=41,6 g/mol, V˙in,low=0,6 L/h, V˙in,high=3,6 L/h, trinse=25 min,
tstop=5 min, thigh=0,9 min. Um Sauerstofflimitierungen unterschiedlicher Länge zu erhalten, wer-
den zwei Simulationen mit unterschiedlicher Schüttlerdrehzahl n durchgeführt, eine mit n=200 rpm
und eine mit n=245 rpm. Dies führt gemäß Gleichung 4.7 zu verschiedenen kLa-Werten. Die resul-
tierenden Sauerstoffpartialdrücke werden mit Gleichung 4.10 in ein Sensorsignal umgewandelt.
Dafür wird ein Kalibrierfaktor von K0=0,018 bar/mV und keine Drift verwendet.
Mit den so simulierten Sensorsignalen wird eine Auswertung nach der neuen Methode durch-
geführt. Dafür wird für die Stoppphase jeweils ein polynomischer Fit nach Gleichung 5.14 und
ein exponentieller Fit nach Gleichung 5.26 verwendet. In einem Fall werden die OTRs und Kali-
brierfaktoren immer unter Verwendung der polynomischen Fits berechnet, in einem zweiten Fall
werden polynomische Fits für die nicht sauerstofflimitierten Bereiche verwendet, die sauerstoff-
limitierten Bereiche werden über die exponentiellen Fits beschrieben. Die Wahl des Fits wurde
hierbei manuell vorgenommen.
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In Abbildung 5.19 sind für beide Schüttlerdrehzalen jeweils die simulierten OTRs sowie die
Auswertung nach beiden beschriebenen Fällen dargestellt. Für n=200 rpm ergibt sich eine Sauer-
stofflimitierung von ca. 4,5 h, womit neun Stoppphasen in der Limitierung liegen. Für n=245 rpm
ist die Sauerstofflimitierung mit ca. 1 h deutlich kürzer und beinhaltet nur drei Stoppphasen.
Während in den sauerstofflimitierten Bereichen die Spülphasen die horizontalen Plateaus zeigen,
kommt es während der Stoppphasen zu einem deutlich erkennbaren Abfall der OTR. Dieser re-
sultiert aus dem oben bereits diskutierten Effekt der Triebkraftminderung des Sauerstofftransfers.
Im Fall von n=200 rpm zeigt die Auswertung mit polynomischen Fits auch in den Stoppphasen
ein durchgehends Plateau. Ein Verminderung der OTR während der Stoppphase ist nicht zu er-
kennen. Vielmehr kommt es zu einer leichten Unterschätzung der ermittelten OTR, während der
Spülphasen. Durch den Einsatz von Gleichung 5.26 in den Stoppphasen werden die OTRs in den
Spülphasen genauer wieder gegeben. Weiterhin ist auch der Abfall des OTRs in den Stoppphasen
zu erkennen.
Bei n=245 rpm tritt eine wesentlich kürzere Sauerstofflimitierung auf. Hier lässt sich ein Abfall
der OTR sowohl bei durchgehender Nutzung eines polynomischen Fits als auch bei Verwendung
eines exponentiellen Fits im sauerstofflimitierten Bereich erkennen. Auch in diesem Fall werden
die OTRs der Spülphase durch Anwendung des exponentiellen Fits in der sauerstofflimitierten
Phase genauer wieder gegeben.
Um zu verstehen, warum bei der kurzen Sauerstofflimitierung in Kombination mit dem polyno-
mischen Fitting die OTR-Abfälle der Stoppphasen zu erkennen sind, bei der längeren hingegen
nicht, werden die berechneten Kalibrierfaktoren betrachtet. Abbildung 5.20 zeigt die Kalibrier-
faktoren, wie sie für beide Schüttlerdrehzahlen mit jeweils polynomischen und exponentiellen
Stoppphasenfits berechnet wurden. In beiden Fällen ist zu sehen, dass die polynomischen Fits
in den Bereichen ohne Sauerstofflimitierung zu sehr guten Kalibrierungen führen, da die Werte
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Abbildung 5.19: Simulierte OTR-Kurven für n=200 rpm (–) und n=245 rpm (–) für zwei sauer-
stofflimitierte Systeme, sowie die berechneten OTRs nach der neuen Auswertung unter durch-
gehender Verwendung eines polynomischen Fits (n=200 rpm: ◻/◾, n=245 rpm: ◻/◾) und un-
ter Verwendung eines exponentiellen Fits im Bereich der Sauerstofflimitierung (n=200 rpm:◻/◾, n=245 rpm: ◻/◾); Simulationsparameter: VKolben=280 mL, VL=10 mL, T=30 °C, p=1 bar,
d0=50 mm, S0=45 g/L, YXS=0,5 g/g, X0=0,5 g/L, KS=4 g/L, µmax=0,2/s, KO2=8⋅10−9 mol/L,
YXO2=41,6 g/mol, trinse=25 min, tstop=5 min, thigh=0,9 min, V˙in,low=0,6 L/h, V˙in,high=3,6 L/h
sehr nah an dem im Modell vorgegebenen Kalibrierfaktor von K=0,018 bar/mV liegen. Lediglich
kurz nach der Sauerstofflimitierung kommt es zu fehlerhaften Kalibrierungen. Diese sind auf den
starken Abfall der OTR-Kurve zurückzuführen, wodurch es beim Fitting zu Ungenauigkeiten
kommt. Diese Abweichungen liegen aber maximal bei 0,3 %. Im Bereich der Sauerstofflimitie-
rung kommt es unter Verwendung der polynomischen Fits ebenfalls zu Abweichungen. Diese
treten systemtisch auf und lassen sich auf die ungeeignete Wahl des Polynoms als Fit zurück-
führen. Der Fehler liegt hierbei bei 0,1 % bei n=200 rpm und bei 0,2 % bei n=245 rpm. Die
Verwendung von exponentiellen Fits für die Kalibrierung anstatt polynomischer führt zu einem
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Abbildung 5.20: Berechnete Kalibrierfaktoren der Simulationen in Abbildung 5.19 für
n=200 rpm (A) und n=245 rpm (B) bei Verwendung von polynomischen (◻/◻) und expo-
nentiellen Stopppphasenfits (◻/◻) sowie die Ausgleichsplines durch alle Kalibrierpunkte der
polynomischen Kalibrierung (–/–) und die Ausgleichsplines durch die Kalibrierpunkte der
polynomischen Kalibrierung in den nicht sauerstofflimitierten Bereichen und der exponentiel-
len Kalibrierung in den sauerstofflimitierten Bereichen (–/–)
umgekehrten Verhalten. Hier kommt es zu einer deutlich besseren Kalibrierung im Bereich der
Sauerstofflimitierung. Abweichungen von der Kalibrierung treten hier systematisch in den nicht
sauerstofflimitierten Bereichen auf.
Ebenfalls in den Abbildungen 5.20 A und B sind die Ausgleichssplines der Kalibrierfaktoren
gezeigt, die sowohl durchgehend auf polynomischen Fits basieren als auch die, für die eine kom-
binierte Kalibrierung, die polynomische Fits außerhalb und exponentielle Fits innerhalb des sau-
erstofflimitierten Bereichs nutzt, vorgenommen wurde. Im Fall der langen Sauerstofflimitierung
bei n=200 rpm führt der Ausgleichsspline der polynomischen Kalibrierung weitestgehend durch
alle Kalibrierpunkte. Der Kalibrierfehler während der Sauerstofflimitierung geht somit weitest-
gehend komplett in den Ausgleichsspline mit ein. Dies führt zu einer Verschiebung der berech-
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neten OTR-Werte in den Spülphasen wie in Abbildung 5.19 zu sehen. Dieser Fehler ist zwar
klein, lässt aber den abfallenden Verlauf der OTR in den Stoppphasen nicht erkennen. Mit der
kombinierten Kalibrierung, die im sauerstofflimitierten Bereich auf exponentielle Fits zugreift,
wird ein wesentlich besserer Ausgleichsspline erhalten. Hier kommt es lediglich zu kleinen Ab-
weichungen aufgrund des steilen OTR-Abfalls nach der Sauerstofflimitierung. Die Verwendung
dieses Splines führt zu genaueren OTR-Berechnungen und lässt auch die Abfälle der OTR in den
Stoppphasen erkennen.
Bei einer kurzen Sauerstofflimitierung, wie hier bei n=245 rpm, geht der Ausgleichspline der
polynomischen Kalibrierung hingegen nicht durch die Kalibrierpunkte, die während der Sauer-
stofflimitierung ermittelt werden. Grund dafür ist, dass der Spline mit einem Regularisierungs-
parameter von preg=0,1 zu steif gewählt ist, als dass er eine so geringe Anzahl stärker abwei-
chender Kalibrierpunkte exakt beschreiben kann. Damit liegt der Ausgleichsspline während der
Sauerstofflimitierung näher an den realen Werten für K, als das bei einer längeren Sauerstofflimi-
tierung der Fall wäre. Somit wird der Fehler, der über die Wahl des polynomischen Fits entsteht,
ein Stück weit wieder ausgeglichen. Die Abfälle der OTR während der Stoppphase lassen sich
daher in Abbildung 5.19 auch unter Verwendung der polynomischen Fits erkennen. Auch in die-
sem Fall lässt sich dieser Effekt noch besser sehen, wenn die kombinierte Kalibrierung verwendet
wird. Hier liegt der Ausgleichsspline aufgrund der besseren Kalibrierung während der Stopppha-
se noch näher an den realen Werten. Dies führt somit auch zu einer genaueren Berechnung der
OTR während der Spülphasen.
Es ist somit festzuhalten, dass die dynamische Kalibrierung im Bereich von Sauerstofflimitierun-
gen zu Fehlern führt, die sich unter Kenntniss der Sauerstofflimitierung vermeiden ließen. Da die
Detektion von Sauerstofflimitierungen anhand der Kurvenverläufe des Sauerstoffsensorsignals
nicht möglich ist, lässt sich auf diesem Wege auch keine automische Korrektur dieses Fehlers
durchführen. Allerdings führt der somit erzeugt Kalibrierfehler nur zu kleinen Abweichungen
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bei der Berechnung der OTR. Im Falle von nur sehr kurzen Sauerstofflimitierungen kann dieser
Fehler durch den Ausgleichsspline sogar teilweise wieder zurückgedrängt werden. In diesem Fall
sind dann deutliche Abfälle der OTR während der Stoppphase zu erkennen, was wiederum einen
Hinweis auf eine Sauerstofflimitierung gibt. Ein weiterer Ansatz, den man verfolgen könnte, wä-
re es, immer sowohl den polynomischen als auch den exponentiellen Fit anzuwenden. Hier ist
aber zunächst herauszufinden, ob daraus überhaupt ein Entscheidungskriterium generiert werden
kann, das aussagt, welcher der beiden Fits besser geeignet ist.
5.5. Fermentationsbeispiele
5.5.1. E. coli in Wilms-MOPS-Medium
Um die neue Auswertung und insbesondere deren Kalibrierung an einem realen Fermentations-
beispiel zu zeigen, wurde eine Kultivierung von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS
Medium mit 20 g/L Glucose durchgeführt und nach der neuen Methode ausgewertet. Das Ergeb-
nis dieses Versuchs ist in Abbildung 5.21 dargestellt. Ebenfalls dargestellt ist der Kalibrierfaktor,
der nach der Steady-state-Methode gemäß Gleichung 2.25 ermittelt wurde.
Die neue Auswertung liefert eine wesentlich höhere Datendichte als die konventionelle Methode.
Damit lässt sich der typische Wachstumsverlauf von E. coli in Wilms-MOPS Medium (verglei-
che Abbildung 2.6) wesentlich höher aufgelöst darstellen. Im Gegensatz zu der konventionellen
Methode lässt sich sogar ein dritter, sehr kleiner Peak bei 13 h Fermentationsdauer erkennen.
Der Kalibrierfaktor, der nach der Steady-state-Methode berechnet wurde, zeigt einen sehr ähn-
lichen Verlauf wie in Abbildung 2.6. Dabei verhält dieser sich konträr zum Verlauf des OTRs.
Während des OTR-Anstiegs bis ungefähr 9 h sinkt der Kalibrierfaktor leicht ab. Kurz danach,
nach ca. 11 h sinkt die OTR schnell ab und der Kalibrierfaktor steigt sehr stark an. Auch nach
dem Absinken des OTRs nach dem zweiten Peak nach ca. 13 h zeigt der Kalibrierfaktor einen
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weiteren starken Anstieg. Diese Abhängigkeit des Kalibrierfaktors vom Verlauf der OTR ist, wie
bereits in Abschnitt 2.2 diskutiert, ein Hinweis darauf, dass die Kalibrierung unplausibel ist und
einen systematischen Fehler aufweist, da der Sensor eine gleichmäßige Drift aufweisen sollte.
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Abbildung 5.21: Gemessene Sauerstofftransferraten von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Mi-
nimalmedium mit Daten aus der Spülphase (◻) und der Stoppphase (◾) sowie die Kalibrier-
faktoren berechnet nach dem Steady-state-Ansatz Gleichung 2.25 (–△–) und nach der neuen
Kalibriermethode Gleichung 5.4 (◾) mit dessen Ausgleichsspline (—); Versuchsbedingungen:
Wilms-MOPS Medium mit 20 g/L Glucose, Temperatur T=30 °C; Füllvolumen VL=10 mL;
Schütteldurchmesser d0=50 mm; Schüttlerdrehzahl n=350 rpm; Animpf-OD OD600,0=0,2;
Start pH=7,5
Der Kalibrierfaktor hingegen, der nach der in Abschnitt 5.1 beschriebenen Methode auf Grundla-
ge von Gleichung 5.4 berechnet wurde und dementsprechend die Dynamik der Gasphase mit
berücksichtigt, zeigt einen weitestgehend glatten Verlauf, der unabhängig vom Verhalten der
OTR-Kurve ist. Mit dem ebenfalls dargestellten Ausgleichsspline durch die Kalibrierfaktoren
wurde auch die dargestellte OTR-Kurve ermittelt. Im Bereich der kurzen Sauerstofflimitierung,
zwischen 9,5 h und 10,5 h, liegen die Kalibrierpunkte etwas höher als der Ausgleichsspline. Dies
beruht auf die an dieser Stelle fehlerhafte Annahme eines nicht sauerstofflimitierten Systems.
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Dieser Effekt wurde in Abschnitt 5.4 diskutiert. Demnach kommt es während der Sauerstoffli-
mitierung zu einer Verminderung der Triebkraft für den Sauerstofftransfer und somit zu einer
Verringerung des OTR. Dem Fehler, der dadurch in der Kalibrierung entsteht, wird durch den
Ausgleichspline entgegengewirkt. Aus diesem Grund lassen sich auch die während der Sauer-
stofflimitierung verringerten OTRs der Stoppphase erkennen.
5.5.2. E. coli in Wilms-MOPS-Medium mit Sorbitol
Zur Demonstration der Vorteile der neuen Auswertungsmethode gegenüber dem konventionellen
Ansatz wurde eine Kultivierung von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium
mit 20 g/L Glucose und verschiedenen Sorbitolkonzentrationen in RAMOS durchgeführt (Ver-
suchsbedingungen siehe Kapitel 3) (Hansen u. a. 2012). E. coli zeigt bei Kultivierung mit diesen
beiden Substraten ein diauxisches Wachstum (Monod 1949). Durch die Zugabe von Sorbitol in
geringen Konzentrationen ist die Diauxie innerhalb eines kurzen Zeitfensters zu erwarten, was
für eine sinnvolle Bestimmung von OTRs eine höhere Auflösung als die konventionelle Methode
in RAMOS erfordert. Neben Bestimmung der OTR wurden auch Proben aus parallel laufenden
Erlenmeyer-Kolben gezogen. Aus diesen wurden photometrisch die optische Dichte (600 nm),
mittels HPLC die Konzentrationen von Glucose, Sorbitol und Acetat sowie mit einem Küvetten-
test die Konzentration von Ammonium bestimmt.
Die Abbildungen 5.22 A-D zeigen die mit der neuen Methode ausgewerteten Sauerstofftrans-
ferraten des Systems mit Sorbitolanfangskonzentrationen von 0,5 g/L, 1 g/L, 1,5 g/L und 2 g/L.
Dabei sind die aus der Stoppphase ermittelten Punkte dunkel unterlegt. Mit der alten Auswer-
tungsmethode stehen nur zu diesen Zeitpunkten OTR-Messpunkte zur Verfügung. Weiterhin sind
die gemessenen Konzentrationen von Glucose, Sorbitol, Acetat sowie die optischen Dichte in den
Diagrammen aufgetragen.
Bei allen vier Ansätzen ist zunächst ein exponentieller Verlauf der OTR-Kurve zu sehen, der bei
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Abbildung 5.22: Gemessene Sauerstofftransferraten von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Mini-
malmedium mit Sorbitolkonzentrationen von 0,5 g/L (A), 1 g/L (B), 1,5 g/L (C) und 2 g/L
(D) mit Daten aus der Spülphase (◻) und der Stoppphase (◾); Konzentrationen von Glucose
(–▲–), Sorbitol (–●–), Acetat (–◆–), Ammonium(–△–) und optische Dichte bei 600 nm (–○–);
Versuchsbedingungen: Wilms-MOPS Medium mit 20 g/L Glucose, 0,03 g/L Ammonium und
verschiedenen Sorbitolkonzentrationen, Temperatur T=30 °C; Füllvolumen VL=10 mL; Schüt-
teldurchmesser d0=50 mm; Schüttlerdrehzahl n=350 rpm; Animpf-OD OD600,0=0,2; Start
pH=7,5
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ca. 8 h in ein Plateau übergeht und dieses bis ca. 9,5 h hält. Bis hierhin sind alle OTR-Kurven de-
ckungsgleich. Das Plateau deutet auf eine Sauerstofflimitierung hin (Anderlei und Büchs 2001).
Die HPLC-Analytik zeigt, dass in diesen beiden Phasen Glucose verbraucht wird, gleichzeitig
im Overflow-Metabolismus Acetat gebildet wird (vgl. Christensen und Eriksen 2002). Die Ace-
tatbildung ist im Bereich der Sauerstofflimitierung sogar stärker und die Acetatkonzentration
erreicht nach Ende der Sauerstofflimitierung und bei gleichzeitiger Ermangelung der Glucose ihr
Maximum. Die Sorbitolkonzentrationen bleiben bis dahin konstant. Im Bereich der Sauerstoffli-
mitierung ist zu erkennen, dass die ermittelten Datenpunkte der Stoppphase tiefer liegen als die
der Spülphase. Grund dafür ist die Verminderung der Triebkraft des Sauerstofftransfers. Wie in
Abschnitt 5.4 beschrieben, ist im Fall einer Sauerstofflimitierung die Gelöstsauerstoffkonzentra-
tion nahezu nahe an dem sehr niedrigen KM-Wert für Sauerstoff, der Sauerstoffpartialdruck in
der Gasphase sinkt durch die unterbundene Luftzufuhr aber weiterhin ab. Es entsteht ein Feh-
ler in der Kalibrierung, der aber durch den Ausgleichsspline durch die Kalibrierpunkte teilweise
wieder korrigiert wird. Daher lässt sich diese kurze Phase der Sauerstofflimitierung auch an den
abfallenden OTR-Punkten der Stoppphase erkennen.
Nach Verbrauch der Glucose sinken die Sauerstofftransferraten in allen Ansätzen zunächst schnell
ab und steigen gleich wieder, um einen zweiten Peak zu bilden. Die offline-Proben zeigen, dass
im Zeitraum dieses Peaks das komplette Sorbitol aufgebraucht wird. Dieses Verhalten ist typisch
für ein diauxisches Wachstum, wie es bereits von Monod (1949) beschrieben wurde. Die OTR-
Daten aus Spül- und Stoppphase zeigen sehr deutlich die unterschiedliche Größe der Sorbitol-
peaks in Abhängigkeit von der eingewogenen Sorbitolmenge. Diese lassen sich mit der bisheri-
gen Auswertung nur unzureichend oder gar nicht erkennen, wie man bei Betrachtung der dunkel
unterlegten OTR-Datenpunkte erkennen kann. Dies liegt daran, dass das Sorbitol in allen vier
Ansätzen innerhalb von nur 60 min verstoffwechselt wird, die alte Auswertung mit 2 Datenpunk-
ten pro Stunde damit aber eine zu geringe Auflösung anbietet.
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So wird in Abbildung 5.22 A bei 0,5 g/L Sorbitol der Sorbitolpeak mit der alten Auswertung
nicht erkannt, da die Stoppphasen hier zu Beginn und kurz nach Ende des Sorbitolverbrauchs
liegen und daher nur an diesen Stellen Datenpunkte liegen. Mit der neuen Auswertung hingegen
werden alle 5 Minuten Datenpunkte dargestellt, womit der Sorbitolpeak zu erkennen ist. In den
Abbildungen 5.22 C-D sind bei etwas höheren Anfangskonzentrationen von Sorbitol die Diauxi-
en mit Hilfe der alten Auswertung zwar anhand von Peaks zu erkennen, die Größe der Peaks und
insbesondere deren Höhe kann aber in allen Fällen nicht klar erfasst werden. Hier zeigt die neue
Auswertung klare Vorteile hinsichtlich einer verbesserten Auflösung.
Das Acetat wird erst direkt nach dem Sorbitolverbrauch als C-Quelle genutzt und sinkt in allen
4 Ansätzen bis ca. 13-14 h auf null ab. In dieser Zeit entsteht ein dritter Peak in der OTR-Kurve,
der in allen Ansätzen etwa gleich groß ist. Dies lässt sich besonders gut mit Hilfe der neuen
Auswertung erkennen, wohingegen die Daten der alten Auswertung diesen Peak nur sehr grob
mit drei Punkten beschreiben. Die gleiche Größe der Acetat-Peaks deutet ebenfalls darauf hin,
dass während der Sorbitolverstoffwechselung kein Acetat mehr gebildet wird, da die Peaks sonst
unterschiedlich groß sein müssten. Da sie allerdings alle die gleiche Größe haben, kann die Ace-
tatbildung nur in den Bereichen der Fermentation stattfinden, die in allen vier Ansätzen gleich
ist. Dies ist das Wachstum auf Glucose. Diese Aussage kann durch Betrachtung der OTR-Kurve
nur nach Heranziehen der Daten der neuen Auswertung sicher getroffen werden, da hier kleinere
Unterschiede bemerkbar werden. Die Daten der alten Auswertung können nur für sich diesen In-
formationsgehalt nicht liefern. Dies wird auch zum Ende der Fermentation bei 12-13 h nochmal
sehr deutlich. Hier ist nach dem Acetatpeak noch ein kleiner, weiterer Peak zu erkennen, der bei
allen Ansätzen in der gleichen Größenodnung liegt. Atmungsaktivitäten in dieser Größenodnung
können nur mit der neuen Methode aufgelöst werden.
In allen Versuchsansätzen kann bis zum Ende der Fermentation noch Ammonium im Medium
nachgewiesen werden. Zu Beginn der Fermentationen liegen ungefähr 1,3 g/L Ammonium vor,
5. OTR-Bestimmung nach neuer Auswertung 77
die weitestgehend während der Verstoffwechselung von Glucose und Sorbitol verbraucht werden.
Mit steigender Konzentration an Sorbitol im Medium sinkt auch die Restmenge an Ammonium,
die am Ende der Fermentation noch übrig ist. Bei noch höheren Sorbitolkonzentrationen im Medi-
um ist daher mit einem kompletten Ammoniumverbrauch während des Sorbitolpeaks zu rechnen.
Der Einfluss einer solchen Ammoniumlimitierung auf den OTR soll im folgenden betrachtet
werden. Das oben dargestellte Experiment wird noch einmal mit Sorbitolkonzentrationen von
4 g/L, 6 g/L, 12 g/L und 20 g/L durchgeführt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5.23
A-D dargestellt. Bis zum Verbrauch von Glucose nach 10,5 h verhält sich das System wie bei
den niedrigeren Sorbitolkonzentration auch. Danach wird in allen Fällen ebenfalls ein Peak sicht-
bar, der mit dem Verbrauch von Sorbitol einhergeht. Bei einer Anfangskonzentration von 4 g/L
Sorbitol (Abbildung 5.23 A) wird allerdings das Ammonium bereits während des Sorbitolpeaks
komplett verbraucht. Ab dem Zeitpunkt, ab dem das Ammonium aufgebraucht ist, sinkt die Sorbi-
tolkonzentration allerdings etwas langsamer, außerdem wird bereits während dieses Peaks Acetat
verbraucht. Nach dem zweiten Peak stellt sich weiterhin sofort ein Plateau von ca. 0,033 mol/L/h
bis zu einem Zeitpunkt von 13,8 h ein. Allerdings sind ab einem Zeitpunkt von ca. 12,2 h alle
im Medium nachweisbaren C-Quellen aufgebraucht. Die Atmung während dieses Plateaus kann
somit nicht allein auf diese C-Quellen zurückzuführen sein. Hier lässt sich ein Verbrauch von
Speicherstoffen vermuten. In der Literatur ist der Aufbau von Glycogen in E. coli als Speicher-
stoff bei einem hohen Verhältnis von Kohlenstoff- zu Stickstoff vielfach beschrieben (Romeo u. a.
1990; Barengo und Krisman 1978; Kiel u. a. 1991; Jones u. a. 2008; Lodeiro u. a. 1994).
Ähnlich verhalten sich auch die Versuche, bei denen noch höhere Sorbitolmengen ins Medium ge-
geben wurden (Abbildungen 5.23 B-D). Bei weiterer Erhöhung der Sorbitolkonzentration wächst
der zweite Peak nicht weiter an. Vielmehr kommt es nach dem Verbrauch des Ammoniums in
allen Fällen sofort zum Acetatabbau und zu einem langsameren Abbau des Sorbitols noch wäh-
rend dieses Peaks. Um eine Aufklärung der Vorgänge nach dem zweiten Peak zu erhalten, müsste
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Abbildung 5.23: Gemessene Sauerstofftransferraten von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Mi-
nimalmedium mit Sorbitolkonzentrationen von 4 g/L (A), 6 g/L (B), 12 g/L (C) und 20 g/L
(D) mit Daten aus der Spülphase (◻) und der Stoppphase (◾); Konzentrationen von Glucose
(–▲–), Sorbitol (–●–), Acetat (–◆–), Ammonium(–△–) und optische Dichte bei 600 nm (–○–);
Versuchsbedingungen: Wilms-MOPS Medium mit 20 g/L Glucose, 0,03 g/L Ammonium und
verschiedenen Sorbitolkonzentrationen, Temperatur T=30 °C; Füllvolumen VL=10 mL; Schüt-
teldurchmesser d0=50 mm; Schüttlerdrehzahl n=350 rpm; Animpf-OD OD600,0=0,2; Start
pH=7,5
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die Speicherstoffbildung nachgewiesen und quantifiziert werden. Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht getan.
Bei den Plateaus, die nach dem zweiten Peak folgen, sind die in der Stoppphase berechneten
OTR genausso groß wie die, die in der Spülphase ermittelt wurden. Dies zeigt, dass hier kei-
ne Sauerstofflimitierung vorliegt. Vielmehr findet hier vermutlich ein langsamer Abbau eines
Speicherstoffs statt. Somit erlaubt die neue RAMOS-Auswertung durch den aus ihr folgenden
Ausschluss einer Sauerstofflimitierung und in Kombination mit den HPLC-Daten einen Hinweis
auf eventuelle Speicherstoffbildung.
5.5.3. E. coli in TB-Medium mit verlängerten Spülzeiten
Abbildung 5.24 zeigt die OTR-Kurven der alten und der neuen Auswertung einer RAMOS-
Kultivierung von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in TB-Medium. Anstatt der üblichen Spülpha-
senlänge von 25 min wurde hier eine Spülphase von 55 min Länge eingestellt. Nach der alten
Methode führt dies zu einer Kurve in der nur ein OTR-Punkte pro Stunde dargestellt werden
kann, da die OTR dabei nur in der Stoppphase berechnet werden kann. Nach der lag-Phase nach
7 h zeigt die OTR ein exponentielles Wachstum bis 10,5 h. Danach wird ein Plateau erreicht,
dass eine Sauerstofflimitierung andeutet (Anderlei und Büchs 2001; Anderlei u. a. 2004). An-
schließend fällt die OTR-Kurve bis auf einen Wert von 0,005 mol/L/h stetig ab. Im Gegensatz
dazu ist die Datendichte der OTR-Kurve nach der neuen Auswertung nicht von der reduzierten
Anzahl an Stoppphasen beeinträchtigt. Hier können zwischen 13 h und 16 h sogar zwei weite-
re Peaks sichtbar gemacht werden, die bei der alten Auswertung verborgen bleiben. Das zeigt,
dass die neue Methode nicht nur wesentlich detailierter, sondern auch viel unabhängiger von der
Anzahl der Stoppphasen ist. Dies kann vorteilhaft sein bei Anwendungen, in denen kurzzeiti-
ge Effekte, die eine hohe Messdatendichte benötigen, zu erwarten sind, aber bei denen eine zu
häufige Verwendung von Stoppphasen nicht wünschenswert ist. Somit können z.B. künstliche
Sauerstofflimitierungen durch die unterbrochene Gaszufuhr in der Stoppphase gering gehalten
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Abbildung 5.24: Gemessene Sauerstofftransferraten von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in TB-
Medium mit Daten aus der Spülphase (◻) und der Stoppphase (◾) nach der neuen Auswertung
sowie die OTR-Messpunkte aus der alten Auswertung (–▲–); Spülphasenlänge trinse=55 min,
Stoppphasenlänge tstop=5 min; Versuchsbedingungen: Temperatur T=30 °C; Füllvolumen
VL=10 mL; Schütteldurchmesser d0=50 mm; Schüttlerdrehzahl n=300 rpm; aus Kryokultur
inokuliert
werden. Weiterhin wird bei der neuen Auswertung ersichtlich, dass die OTRs etwas höher liegen.
Gründe dafür sind die Nichtberücksichtigung des Sensorverzuges bei der konventionellen Aus-
wertung (wie in Abschnitt 5.3, insbesondere Abbildung 5.16 beschrieben), die Verwendung eines
linearen Fittes und die Nutzung des Steady-State-Kalibrierfaktors. Bei der neuen Methode hinge-
gen wird der Sensorverzug über das Verzugsmodell mit berücksichtigt (siehe Abschnitt 5.3) und
die OTR damit genauer berechnet. Auch sind die OTRs der Stoppphasen während der Sauerstoff-
limitierung zwischen 10,5 h und 13 h aufgrund der reduzierten Triebkraft des Sauerstofftransfers
niedriger als die OTRs während der Spülphase.
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5.6. Vergleich der konventionellen und der neuen Methode zur Berechnung der
OTR
Die neu entwickelte Berechnungsmethode stellt gegenüber dem konventionellen Ansatz eine Ver-
besserung in Bezug auf Informationsgehalt und Genauigkeit dar. Durch die zusätzliche Nutzung
der Spülphasen für die OTR-Berechnung kann die Datendichte deutlich erhöht werden, ohne die
Anzahl der Stoppphasen zu erhöhen. Durch Berücksichtigung der Gasphasendynamik, des Sen-
sorverzugs und der Annahme veränderlicher OTRs während der Stoppphasen werden außerdem
bessere Ergebnisse bei der Berechnung die Kalibrierfaktoren und der OTRs erreicht. Zusätzlich
werden kurze Sauerstofflimitierungen mit der neuen Methode anhand von OTR-Abfällen wäh-
rend der Stoppphasen sichtbar gemacht. Da die Stoppphasen weiterhin zur Kalibrierung verwen-
det werden, wird auf diese ohnehin nicht verzichtet, so dass die Betriebsweise von RAMOS nicht
verändert werden muss. Eine Gegenüberstellung beider Methoden wird in Tabelle 5.1 gegeben.
5.7. Alternative Berechnungsansätze
5.7.1. Datenauswertung mittels Tikhonov-Filter
Zur Überprüfung der Eignung eines Tikhonov-Filters für die Lösung der Gleichung 5.2 wird die-
ser auf eine Fermentation von E. coli in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose angewandt.
Dazu wird das Sensorsignal, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, gefiltert und mit der daraus
resultierenden Approximation die Gleichung gelöst. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass die
Approximation deutlich schneller abläuft als bei der Verwendung von Smoothing Splines. Die
Kalibrierung wurde auch hier mit der Methode aus Kapitel 5.1 basierend auf Smoothing Splines
durchgeführt.
Da das Ergebniss vom Regularisierungsparameter ωc abhängig ist, wird zunächst mit Hilfe ei-
ner L-Kurve ein geeigneter Regularisierungsparameter bestimmt. Dazu wird die Approximation
und die anschließende Lösung der OTR-Gleichung für verschiedene ωc durchgeführt und die
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Tabelle 5.1: Gegenüberstellung der konventionellen und der neuen Methode zur Berechnung der
OTR in RAMOS
Konventionelle Methode Neue Methode
Berechnung nur in der Stoppphase Berechnung in Stopp- und Spülphase
Kalibrierung und Messung immer simultan Messung unabhängig von Kalibrierung durch-
führbar
Annahmne von Fließgleichgewicht am Ende
der Spülphase
Dynamik der Gasphase wird berücksichtigt
Berechnung der OTR: Berechnung der OTR:
OT R = (∆UO2 ,stop∆t ) 1UO2 pamb⋅VG⋅xin⋅V˙inVL⋅(C1+C2) OT R = V˙in⋅pO2 ,in−V˙out ⋅K⋅(UO2−UO2 ,0)VL⋅R⋅T
C1 = T ⋅R ⋅V˙in −K ⋅(dUO2dt + dKdt UO2−UO2 ,0K ) VGVL⋅R⋅T
C2 = pabs ⋅VG ⋅Vm(∆UO2∆t ) 1UO2
Berechnung des Kalibrierfaktors K: Berechnung des Kalibrierfaktors K:
K = OT RdUO2 ,stop
dt
VL⋅R⋅T
VG
K = −V˙in⋅pO2,in( dUO2 ,stopdt − dUO2 ,rinsedt )⋅VG−V˙out ⋅(UO2−UO2 ,0)
K wird ungenau berechnet, aber für Stopppha-
sen brauchbar
Korrekte Berechnung von K, für die Auswer-
tung in den Spülphasen notwendig
Berücksichtigung des Sensorverzugs durch
späteren Beginn des Fits
Beschreibung des Sensorverzugs durch Mo-
dell
Linearer Fit durch die Sensordaten der
Stoppphase
Polynomischer Fit durch das Modellergebnis
=> OT Rstop=konst =>
dOT Rstop
dt =konst.
K wird über Messung (1 Messzyklus) als kon-
stant angenommen
Änderung von K über Messung wird berück-
sichtigt
Hohe Datendichten nur über viele Stopppha-
sen realisierbar
Hohe Datendichten, unabhängig von Häufig-
keit der Kalibrierung
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daraus resultierenden Normen des OTR und des Datenfehlers in Abbildung 5.25 gegeneinander
dargestellt. Aus der L-Kurve geht hervor, dass der optimale Wert für ωc um die 20 liegt. Hier
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Abbildung 5.25: L-Kurve für die Auswertung mit Tikhonov-Filter für eine Fermentation von E.
coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose (–) mit entspre-
chendem Regularisierungsparameter ωc (–)
zeigt die L-Kurve ihre stärkste Krümmung und liefert den besten Kompromiss zwischen Daten-
und Regularisierungsfehler.
Abbildung 5.26 stellt die resultierende OTR-Kurve unter Anwendung von ωc = 20 dar. Der
Verlauf der OTR wird hier zum einen sehr verrauscht wieder gegeben und zeigt im Bereich
der Stopp- und High-Flow-Phasen sehr starke und plötzliche Abweichungen. Auch der Beginn
der Low-Flow-Phase wird nur sehr schlecht wieder gegeben. Die approximierten Daten nähern
sich zunächst einem bestimmten OTR-Verlauf an. Erst nach einigen Minuten werden realistische
Werte erreicht. Diese großen Abweichungen von der realen OTR können mit der Wahl von ωc
erklärt werden. Abbildung 5.27 zeigt einen Ausschnitt aus der Sensorsignalkurve der Fermentati-
on. Weiterhin sind die Verläufe der Approximationen mit den Regularisierungsparameternωc=20
und ωc=80 dargestellt. Die Approximation mit ωc=20 gibt den Verlauf des gemessenen Sensorsi-
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Abbildung 5.26: OTR-Kurve der Fermentation von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-
MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose mittels Tikhonov-Filter unter Verwendung des Regula-
risierungsparameter ωc=20; Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttlerdrehzahl n=350 rpm,
Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5
gnals nur schlecht wieder. Insbesondere der für die Kalibrierung wichtige Bereich der Stopp- und
High-Flow-Phase wird sehr schlecht wieder gegeben. Es ist auch zu erkennen, dass es zu Beginn
der Low-Flow-Phase lange dauert, bis sich der hier abfallende Verlauf des Signals einstellt. Diese
Approximationsfehler führen somit zu den starken Abweichungen an den entsprechenden Stellen
in der OTR-Kurve. Weiterhin ist zu erkennen, dass die approximierten Daten auch im späteren
Verlauf der Low-Flow-Phase nicht mit dem Sensorsignal deckungsgleich sind.
Um eine bessere Deckung der Approximation mit dem Sensorsignal zu erhalten, muss der Regu-
larisierungsparameter ωc erhöht werden. Dies führt nach Abbildung 5.27 zu eine Verringerung
des Datenfehlers. Die ebenfalls in Abbildung 5.27 dargestellte Approximation des Sensorsignals
mit ωc=80 gibt den Signalverlauf tatsächlich besser wieder. Allerdings kommt es auch hier nicht
zu einer Deckung beider Kurven, weder im Bereich der Kalibrierung, noch im hinteren Teil der
Low-Flow-Phase. Eine Erhöhung von ωc führt allerdings zu einem deutlich höheren Regularisie-
rungsfehler. Die OTR-Kurve die mit ωc=80 ausgewertet wurde, ist in Abbildung 5.28 dargestellt.
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Abbildung 5.27: Ausschnitt aus der Sensorsignalkurve der Fermentation von E. coli BL21 pRSet
eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose (—) und Approximationen mittels
Tikhonov-Filter mit den Regularisierungsparametern ωc=20 (–) und ωc=80 (–)
Auch hier treten noch starke Abweichungen im Bereich der Stoppphasen auf, die Einschwing-
phase zu Beginn der Low-Flow-Phase ist allerdings nicht mehr zu erkennen. Beide Effekte sind
nach dem Verlauf der Approximation zu erwarten gewesen. Allerdings lässt sich auch das eben-
falls erwartete, verstärkte Rauschen der OTR-Kurve erkennen. Damit scheint der Tikhonov-Filter
für eine durchgängige Auswertung der OTR-Kurve nicht geeignet. Die Abweichungen der Ap-
proximationen von der realen Sensorkurve könnten bei einer Verwendung dieser Daten für die
Kalibrierung sogar noch zu einem zusätzlichen Problem führen. Aus diesen Gründen wird der
Ansatz des Tikhonov-Filters nicht weiter verfolgt.
5.7.2. Inverses Optimieren der OTR-Kurve
Als eine weitere Möglichkeit zur Berechnung der OTR-Kurve wurde ein inverser, modellgestütz-
ter Ansatz entwickelt. Diesem liegt der Gedanke zu Grunde, zunächst eine OTR-Kurve vorzuge-
ben und diese zu einem fiktiven Sensorsignal zu intergrieren, welches daraufhin mit den Messda-
ten abgeglichen wird. Auf Grundlage dieses Abgleichs kommt es fortwährend zu einer Korrektur
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Abbildung 5.28: OTR-Kurve der Fermentation von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-
MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose mittels Tikhonov-Filter unter Verwendung des Regulari-
sierungsparameter ωc=80
der OTR-Kurve und einer neuen Integration mit anschließendem Vergleich bis eine hinreichend
gute Übereinstimmung vorliegt. Das zu integrierende Differentialgleichungsmodell ergibt sich
aus der Bilanzgleichung für den OTR im Gasraum des Kolbens (Gleichung 5.2, hier ohne Be-
rücksichtigung des Sensordrifts) und dem Sensorverzug (siehe Abschnitt 5.3) und lässt sich mit
den Gleichungen 5.38 und 5.39 beschreiben.
d pO2
dt
= V˙in ⋅ pO2,in−V˙out ⋅K ⋅UO2,model
VG
−VL ⋅R ⋅T
VG
⋅OT R (5.38)
dUO2,model
dt
= pO2K −UO2,model
τO2
(5.39)
Abbildung 5.29 zeigt das Ablaufschema der inversen Optimierung. Die Methode basiert auf die
Festlegung von Stützstellen (tst , OTRst), durch denen ein kubischer Spline gelegt wird. tst be-
schreibt dabei die Lage der Stützstellen auf der Zeit-Achse, OTRst die dazugehörigen Werte auf
der OTR-Achse. Mit dem Spline liegt eine durchgehend kontinuierliche, funktionelle Beschrei-
bung der OTR vor, mit der das Differentialgleichungssystem 5.38 und 5.39 gelöst werden kann.
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Das Ergebnis von Gleichung 5.39 (UO2,model) wird daraufhin mit den Messdaten abgeglichen.
Dieser Abgleich liefert ein Gütekriterium dafür, wie gut die geschätzte OTR-Kurve das gemes-
sene Sensorsignal wiedergibt und somit auch, wie gut die OTR durch den Spline approximiert
wurde. Es findet nun eine Fehlerquadratoptimierung zwischen dem gemessenen Sensorsignal und
UO2,model statt, wobei die Werte für OTRst nach Gleichung 5.40 optimiert werden.
min∑(UO2 −UO2,model(OT R(OT Rst)))2 (5.40)
Die Wahl der Lage der Stützstellen auf der Zeitachse tst ist dabei kritisch, da eine zu hohe Stütz-
stellendichte zu einem starken Rauschen im Ergebnis führen kann und eine zu geringe Stütz-
stellendichte potentiell zu einer Optimierung führt, bei der Abschnitte mit einer hohen Dynamik
überglättet werden. Um beiden Effekten entgegenzuwirken, startet die Methode zunächst mit
einer geringen Stützstellendichte. Führt die Optimierung zu keiner ausreichenden Fehlermini-
mierung, wird an den Stellen mit hoher Abweichung eine Erhöhung der Stützstellendichte vorge-
nommen und die Optimierung erneut durchgeführt. Diese Schleife wird solange durchlaufen, bis
die Differenz zwischen den Messdaten und UO2,model unter der eingestellten Toleranz liegt. Um
die Differentialgleichungen lösen zu können, wird allerdings der Kalibrierfaktor benötigt. Dieser
wird, wie in Abschnitt 5.1 beschrieben, mit der Methode der Smoothing Splines ermittelt und an
die inverse Optimierung übergeben.
Die Optimierung wird nicht für den ganzen Messdatensatz gleichzeitig vorgenommen, sondern
geschieht abschnittsweise. Gestartet wird mit einem Messdatensatz von 60 min. Danach arbeitet
der Algorithmus mit einem voranschreitenden Zeitfenster von 60 min Länge, innerhalb dessen
die Differentialgleichungen gelöst und die Anzahl der Stützstellen gegebenenfalls geändert wird.
Dabei wird standardmäßig alle 15 min eine Stützstelle gesetzt. Nach jeder erfolgreichen Optimie-
rung wandert das Zeitfenster um 30 min weiter. Als Startwerte für die Stützstellen werden die
Ergebnisse aus der vorangegangenen Optimierung verwendet. Liegen hierfür noch keine Wer-
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 Wahl der Lage der Stützstellen auf der Zeit-Achse 
   Festlegung der Startwerte OTRst 
Optimierung der vertikalen Lage der Stützstellen 
2
model,OO )))(((min 22 stOTR OTROTRUUst −∑  
Endergebnis )( stOTROTR  
U∆  > Toleranz U∆  < Toleranz 
Abbildung 5.29: Schema der inversen Optimierung
te vor, werden diese der Smoothing Spline Berechnung entnommen. Kann keine erfolgreiche
Optimierung durchgeführt werden, so wird an der Stelle, mit der größten Abweichung der Mo-
delldaten von den Messdaten eine weitere Stützstelle gelegt und die Optimierung mit diesem
Zeitfenster erneut durchgeführt. Hierbei ist eine Obergrenze von vier zusätzlichen Stützstellen
pro Zeitfenster festgelegt. Dies soll ein übermäßiges Setzen von Stützstellen an Stellen mit feh-
lerhaften Sensordaten verhindern. Kommt es nach einer Optimierung sogar zu einer besonders
großen Abweichung am linken Rand des Zeitfensters, so wird dieses nach links hin vergrößert
und bereits optimierte Stützstellen noch einmal optimiert oder gar weitere Stützstellen gesetzt.
Abbildung 5.30 zeigt das Ergebnis der Anwendung der inversen Optimierung auf die Fermen-
tation von E. coli in TB-Medium in Abschnitt 5.5.3. Dargestellt ist sowohl der Spline, der den
OTR kontinuierlich beschreibt, als auch die diesem zugrunde liegenden optimierten Stützstellen.
Ebenfalls dargestellt ist die Abweichung ∆U zwischen Messdaten und UO2,model nach dem letz-
ten Optimierungsschritt. Die OTR-Kurve zeigt einen kontinuierlichen und glatten Verlauf. Auch
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Abbildung 5.30: OTR (–) aus der inversen Optimierung mit optimierten Stützstellen (◻) und
Abweichung des Modellsignals von den Messdaten (–) bei der Fermentation von E. coli in
TB-Medium aus Abschnitt 5.5.3
die beiden Diauxie-Peaks werden gut und sehr glatt erfasst. Der Bereich zwischen 10,5 h und
13 h, in dem eine Sauerstofflimitierung vorliegt (siehe Abschnitt 5.5.3), wird allerdings wellig
dargestellt. Hier ist allerdings ein Plateau zu erwarten, so wie es in Abbildung 5.24 zu sehen
ist. Die Wellenform ergibt sich durch die relativ große Anzahl an Stützstellen, die in diesem Be-
reich gesetzt wurde, ohne dass eine hohe Dynamik auftritt. Die Abweichung ∆U zwischen den
Messdaten und UO2,model macht deutlich, warum die Stützstellendichte in diesem Bereich höher
ist. Die Abweichung ist nämlich zwischen 10 h und 15,5 h höher als in den Randgebieten. In
diesem Bereich liegt aber die gesamte wesentliche Atmungsaktivität. Lediglich die lag-Phase
und die Absterbephase fallen nicht in diesen Abschnitt. Abbildung 5.31 gibt einen Hinweis auf
die mögliche Ursache. Hier ist um eine Stoppphase herum ein Auschnitt aus der Sensorsignal-
kurve zusammen mit dem Verlauf von UO2,model dargestellt. Während der Teil der Spülphase
direkt vor der Stoppphase und auch die Stoppphase selbst noch weitestgehend gut approximiert
werden, trifft dies auf die High-Flow-Phase und ganz besonders auf den Beginn der Low-Flow-
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Abbildung 5.31: Ausschnitt aus der Sensorsignalkurve (◾) der Fermentation von E. coli in TB-
Medium aus Abschnitt 5.5.3 und Modellsignal UO2,model (–)
Phase nicht mehr zu. Gerade zu Beginn der Low-Flow-Phase kommt es zu einer relativ großen
Abweichung zwischen Modell und Messdaten. Dies ist in vielen Fällen so zu beobachten. Diese
Abweichungen führen zur Erhöhung der Stützstellendichte und somit zu einer weniger glatten
Ergebniskurve.
Als Gründe für die Abweichungen sind drei Möglichkeiten denkbar:
1. Dynamik des Massendurchflussreglers: Der Massendurchflussregler Typ 5850 TR ist laut
Anngaben des Herstellers nicht für einen schnellen Wechsel von Flüssen ausgelegt. Es
sollte überprüft werden, ob die im Modell angenommenen Flüsse auch der Realität ent-
sprechen.
2. Mangelnde Gültigkeit des Verzugsmodells über die Stoppphase hinaus: In Abschnitt 5.3
wurde das Modell mit Hilfe von Sprungversuchen ermittelt. Hier wurden allerdings nur
einfache Sprünge verwendet, die den Übergang von der Spülphase in die Stoppphase be-
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schreiben. Im RAMOS-Betrieb liegen aber nach der Stoppphase noch vor Erreichen eines
Gleichgewichtszustandes zwei weitere Sprünge vor, die Übergänge von der Stoppphase in
den High-Flow und von den High-Flow in den Low-Flow. Die Gültikeit des Modells für
drei Sprünge wurde nicht gezeigt und kann daher nicht vorausgesetzt werden.
3. OTR-Abfall während der Stoppphasen einer Sauerstofflimitierung: Während der Sauer-
stofflimitierung könnte erschwerend hinzukommen, dass der OTR-Abfall während der
Stoppphasen nicht mit berücksichtigt ist. Dies wäre allerdings auch schwierig zu reali-
sieren, da es sich hierbei um keine glatten Übergänge handelt, wie sie von dem Spline
beschrieben werden. Eine Weiterentwicklung der Methode sollte diesen Punkt aber adres-
sieren.
Zur Überprüfung des tatsächlichen Flusses durch die RAMOS-Kolben, insbesondere nach den
Wechseln der Flüsse, wurde eine Anlage mit leeren Kolben so betrieben, dass in zweiminütigen
Abständen auf die Zustände High-Flow, Low-Flow und Stoppphase umgestellt wurde. Mit Hilfe
eines Differenzdruckmessers, der zwischen dem Massendurchflussregler des Typs 5850 TR und
den Kapillaren anliegt (siehe Abbildung 2.2), wurde der Fluss hinter den Kapillaren bestimmt.
Abbildung 5.32 stellt das vorgegebene und das tatsächlich vorliegende Profil des Volumenstro-
mes beim MDR 5850 TR dar. Der Wechsel vom High-Flow in den Low-Flow, so wie er nach zwei
Minuten auftritt, zeigt eine beträchtliche Abweichung des realen Flussen vom idealen Fluss. An-
statt direkt auf dem im Low-Flow vorgegebenen Volumenstrom umzuschalten, fällt das Signal
des Differenzdrucksensors nach einer kurzen zeitlichen Verzögerung für einige Sekunden auf
Null herab. Nach dem Wechsel vom High-Flow in den Low-Flow findet also für einige Sekunden
keine Begasung des Kolbens ab, bevor der vorgegeben Volumenstrom tatsächlich erreicht wird.
Nach vier Minuten wird der Wechsel vom Low-Flow in den High-Flow vorgenommen. Hier soll
gar kein Fluss durch den Kolben anliegen, der an den Kapillaren anliegende Fluss steigt aber
nach einer kurzen Verzögerung zunächst plötzlich über das Niveau des High-Flows und gleicht
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Abbildung 5.32: Volumenstromprofil in RAMOS bei 2 minütigem Wechsel des Flusses unter
Verwendung des MDR Typ 5850 TR von Brook; dargestellt ist der vorgegebene Fluss, wie
er im RAMOS-Koleben anliegen soll (–) und der vom Differenzdruckmesser ermittelte Fluss
hinter den Kappilaren (–)
sich diesem innerhalb weniger Sekunden an. Hier wird tatsächlich, ebenso wie im normalen Be-
trieb von RAMOS, bereits auf den High-Flow umgeschaltet. Dieser Fluss kommt aber nicht im
Kolben an, weil die Ventile geschlossen werden und die Zuluft mit diesem Fluss an die Umge-
bung abgegeben wird. Dadurch kann der negative Effekt des Überschießens des Zuluftstromes
übergangen werden. Der Wechsel vom Stopppflow zum Highflow, wie er in Abbildung 5.32 nach
sechs Minuten vorkommt, kann durch das Öffnen der Ventile unverzögert realisiert werden. Pro-
blematisch bleibt also lediglich die Beschreibung des Flusses nach dem Wechsel vom High-Flow
in den Low-Flow. Ohne eine genaue Beschreibung dieses Wechsels, kann auch keine akurate
Modellvorhersage erwartet werden.
Der gleiche Test wurde unter Verwendung des MDR Typ 4850 durchgeführt, der laut Herstel-
ler besser geeignet ist, schnell zwischen verschiedenen Zuständen zu wechseln. Die Ergebnisse
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sind in Abbildung 5.33 dargestellt. In der Tat findet hier kein Absinken des Flusses auf null nach
dem Wechsel vom High-Flow in den Low-Flow statt. Auch ein Überschießen nach dem Wechsel
vom Low-Flow in den High-Flow-Zustand, welcher in der Stoppphase statt findet, kann nicht
beobachtet werden. Stattdessen stellt sich nach den Wechseln, ebenfalls nach einer kurzen Verzö-
gerung, direkt der gewünschte Zustand ein.
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Abbildung 5.33: Volumenstromprofil in RAMOS bei 2 minütigem Wechsel des Flusses unter
Verwendung des MDR Typ 4850 von Brooks; dargestellt ist der vorgegebene Fluss, wie er im
RAMOS-Koleben anliegen soll (–) und der vom Differenzdruckmesser ermittelte Fluss hinter
den Kappilaren (–)
Der Einsatz des MDR 4850 ermöglicht also eine bessere Regelung des Volumenstromes und
führt somit zu einer besseren Beschreibung des Volumenstromprofils für die Modellvorhersage.
Dieser Massendurchflussregler ermöglicht allerdings auch noch eine weitere Option, die zu ei-
ner besseren Modellbildung nach der Stoppphase führen kann. Durch das stufenlose Umschalten
in einen anderen Zustand, können weitere Unstetigkeiten nach der Stoppphase vermieden, oder
zumindest eingeschränkt werden. Damit ließe sich ein Begasungsprofil entwickeln, das die Gül-
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tigkeit der Modelle, die mit einem einfachen Sprungversuch entwickelt wurden, sicher stellt.
Ein solcher Ansatz könnte die Verwendung einer Rampenfahrweise anstatt der bisher üblichen
abrupten Wechsel der Flüsse sein. Das Profil eine solchen Rampe ist in Abbildung 5.34 exem-
plarisch im Vergleich zur bisherigen Fahrweise skizziert. Während die bisherige Fahrweise mit
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Abbildung 5.34: Konventionelle Begasungsstrategie (–) und Begasung nach der Rampenfahr-
weise (–)
unstetigen Wechseln von Low-Flow, Stoppphase und Highflow arbeitet, würde eine Rampenfahr-
weise nach der Stopppase zunächst einen langsamen Übergang (tramp) zu einem mittleren Fluss,
dem Mid-Flow (M), ermöglichen. Dieser Mid-Flow würde einige Zeit gehalten (tmedium) und da-
nach ebenfalls langsam in der Zeit tramp auf den Low-Flow gefahren. Um nach der Rampe den
normalen Low-Flow-Zustand direkt zu erreichen, müssen die in Abbildung 5.34 schwarz und
rot schraffierten Flächen gleich groß sein. Der dafür nötige Mid-Flow lässt sich dann aus den
gewählten Zeiten der Rampenfahrweise tramp und tmedium herleiten:
(H −L) ⋅ thigh = (M−L) ⋅ tramp+(M−L) ⋅ tmedium (5.41)
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(H −L) ⋅ thigh =M ⋅(tramp+ tmedium)−L ⋅(tramp+ tmedium) (5.42)
M = (H −L) ⋅ thigh+L ⋅(tramp+ tmedium)
tramp+ tmedium (5.43)
Für eine Rampeneinstellung von tramp=2,4 min und tmedium=1,2 min ergibt sich damit ein Mid-
Flow von M=22,5 mLmin .
Zur Verdeutlichung des Potentials dieser Methode wurde die Rampenfahrweise mit den Einstel-
lungen tramp=2,4 min und tmedium=1,2 min auf ein Fermentation von E.coli in Wilms-MOPS-
Medium angewandt. Abbildung 5.35 zeigt den Bereich um eine Stoppphase zu diesem Experi-
ment. Neben dem Sensorsignal ist auch das eingestellte Begasungsprofil dargestellt. Weiterhin
ist eine Modellkurve zu sehen, die mit dem inversen Ansatz, allerdings unter Annahme eines
konstanten OTRs von 0,06 mol/L/h berechnet wurde. Dieser OTR wurde mit Hilfe der neu entwi-
ckelten Methode ermittelt. Hier ist zu erkennen, dass die modellierte Kurve nach der Stopppha-
se deutlich besser das Sensorsignal approximiert als in Abbildung 5.31 zu sehen. Insbesondere
der Übergang zur Low-Flow-Phase ist aufgrund der stetigeren Änderung des Volumenstromes
deutlich besser beschrieben. Lediglich beim Übergang von der Stoppp- in die High-Flow-Phase
kommt es noch zu einer deutlichen Abweichung. Grund dafür sollte die Unstetigkeit im Fluss
sein, die an dieser Stelle auch noch vorliegt. Hier wird der Fluss immerhin direkt von null auf
den Low-Flow umgestellt. Eine weitere Entwicklung der inversen Methode sollte daher eine wei-
tere Optimierung des Volumenstromprofils umfassen.
Weiterhin weist die Methode einige weitere gewichtige Nachteile auf. So ist der Algorithmus
durch die vielen Optimierungsvorgänge sehr zeitaufwändig. Eine Weiterentwicklung zu einer
online-Auswertung scheint schon deshalb schwierig zu sein. Dies ist vor allem deshalb rele-
vant, da aufgrund der Notwendigkeit, einen Kalibrierfaktor vorzugeben, nicht auf die Smoothing
Spline-Methode verzichtet werden kann. Dazu zeigte sich, dass die Kurven sich in Bereichen
hoher Dynamik erst nach der Optimierung von weit später gelegenen zeitlichen Abschnitten sta-
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Abbildung 5.35: Ausschnitt aus eines Signalkurve (–) mit modelliertem Signal (–) un-
ter Einsatz einer Rampefahrweise des Eingangsvolumenstromes (–) mit tramp=2,4 min,
tmedium=1,2 min und M=22,5 mLmin (Experimentelle Bedingungen: E. coli BL21 pRSet eYFP-
IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 10 g/L Glucose, Schütteldurchmesser d0=50 mm, Schüttler-
drehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 mL, Animpf-OD OD600,α=0,5)
bilisieren. Dies liegt daran, dass der durchgängig ermittelte Spline an jeder Stelle stark abhängig
vom zukünftigen Kurvenverhalten ist. Aufgrund der vielen Nachteile, wurde auch diese Methode
nicht weiterentwickelt.
5.8. Umsetzung der Auswertungsmethode in LabVIEW
5.8.1. Realisierung der Berechnungsmethoden
Die Realisierung einer Anwendung der neuen, auf Smoothing Splines basierten Auswertung wur-
de mit LabVIEW (National Instrument, München, Deutschland), wie in Abschnitt 3.5 beschrie-
ben, durchgeführt. LabVIEW hat gegenüber MATLAB den Vorteil, dass die Programme nicht
interpretiert, sondern komplett in Maschinencode kompiliert werden, was zu deutlich kürzeren
Rechenzeiten führt (Georgi und Metin 2006). Weiterhin wurde die bisherige Messdatenerfassung
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und Auswertung an den am Lehrstuhl befindlichen RAMOS-Anlagen ebenfalls mit LabVIEW
durchgeführt, so dass eine Integration in diese Programme gut möglich war. Die Programmie-
rung der Auswertung erfolgt mit einer Drei-Schichten-Architektur. Diese besteht aus der Präsen-
tationsschicht, der Logikschicht und der Datenhaltungsschicht.
Die Präsentationsschicht übernimmt die Interaktion mit dem Benutzer, liest die Eingabedaten
ein und gibt die Ergebnisse aus. Das Eingeben der benötigten Parameter in die Berechnung wird
von der vorhandenen Messdatenerfassungssoftware übernommen, in welche diese Methode ein-
gepasst wird. Ebenfalls hier geschehen der Aufruf der anderen Module und die Rückgabe der
Ergebnisse an die Messdatenerfassungssoftware zur Anzeige und Speicherung.
Die Logikschicht führt sämtliche Berechnungsmethoden modular aus und berechnet somit die
Atmungsraten. Die einzelnen Module werden im folgenden kurz vorgestellt.
• Parameterberechnung: Dieses Modul berechnet aus den Eingabedaten zunächst alle Para-
meter, die von den anderen Modulen benötigt werden.
• Doppelte Zeitwerte entfernen: Dieses Modul entfernt alle Sensormesswerte, die mehrfach
aufgetretenen Zeitwerten zugeordnet sind. Das kann bei hohen Datenaufzeichnungsraten
und einer relativ kleinen Anzahl an aufgenommenen Nachkommastellen vorkommen und
Probleme bei den Fittings verursachen. In der Praxis werden häufig nur 3 Nachkommas-
tellen eingestellt, um den Rechenaufwand klein und die Messdatenaufzeichnung stabil zu
halten. Das Modul durchläuft den Zeitvektor und vergleicht den aktuellen Zeitwert mit
dem vorherigen Zeitwert. Sind diese beiden Werte gleich, werden der aktuelle Zeitwert
und alle zugehörigen Sensormessdaten entfernt.
• Eingangsvolumenstrom berechnen: In diesem Modul wird der Eingangsvolumenstrom V˙in
bestimmt. In der Spülphase wird dazu das Signal aus dem Differenzdrucksensor zwischen
Massendurchflussregler und Kapillaren verwendet. Dieses werden mit Hilfe einer Kali-
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briergeraden in den Volumenstrom umgerechnet. Die Parameter dieser anlagenspezifischen
Kalibriergeraden liegen in einer Netzwerkdatei vor und werden von dieser eingelesen. In
der Stoppphase wird dem Volumenstrom der Wert 0 zugewiesen.
• Fitting: Dieses Modul berechnet die Fits für die einzelnen Phasen sowie deren Standard-
abweichungen zu den Rohdaten. Dazu ermittelt das Modul, ob es nach einer Spülphase
oder einer Stoppphase aufgerufen wurde. Es werden anschließend die Werte des Sauer-
stoffsensors und die zugehörigen Zeitwerte der vorangegangenen Low-Flow-Phase oder
Stoppphase ausgelesen.
War die vorangehende Phase eine Spülphase, wird diese durch einen Smoothing Spline
(vgl. Abschnitt 2.3) approximiert. Das Ergebnis des Smoothing Spline Fits dieser Phase
wird mit den Rohdaten verglichen und die Standardabweichung berechnet. Für die Be-
wertung der Qualität der später zu berechnenden Kalibrierfaktoren werden außerdem eine
akkumulierte Standardabweichung aller bisher behandelten Spülphasen von den Messda-
ten berechnet. Weiterhin wird die Standardabweichung der letzten fünf diskreten Punkte
des Spline Fits zu den Rohdaten ermittelt, um das Randverhalten bewerten zu können. Der
Fit wird anschließend differenziert.
Die Anpassung der Stoppphasen wird mit Gleichung 5.14 realisiert. Dafür wird zusätz-
lich das Modul „Optimierung“ benötigt. Die Startwerte für diesen Optimierer werden aus
einer linearen Anpassung der Sensorsignale der Stoppphase ermittelt. Weiterhin berechnet
dieses Modul den Wasserdampfpartialdruck im Kopfraum des Kolbens.
• Eckendetektion: Die Detektion von Unstetigkeitsstellen in Spülphasen nach der in Ab-
schnitt 5.2.1 vorgestellten Methode findet nach dem Fitting statt. Das Modul ermittelt die
Standardabweichung zu den Rohdaten des Spline Fittings der letzten Spülphase. Parallel
wird ein zweites Spline Fitting dieser Phase mit einem Vergleichsregularisierungsparame-
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ter vorgenommen und von dieser ebenfalls die Standardabweichung ermittelt. Liegt die ab-
solute Differenz dieser beiden Standardabweichungen über einer vom Benutzer vorgebba-
ren Toleranz, wird für diese Phase eine Unstetigkeit festgestellt. Das Programm durchläuft
daraufhin die Phase und setzt den Teilungspunkt bei jedem Schleifendurchlauf fünf Daten-
punkte weiter. Für jeden Durchlauf wird die Anpassung aus zwei Splines aufgebaut. So
ergibt sich nach Schleifenablauf eine Matrix mit den Fits für jeden Teilungspunkt. Diese
wird anschließend zeilenweise durchlaufen und jeder somit erhaltene zusammengesetzte
Fit der Phase nochmal über die Standardabweichung mit den Rohdaten verglichen. Die
zusammengesetzten Fits mit der kleinsten Standardabweichung ersetzen die einfache An-
passung der Phase aus dem Fitting-Modul. Unstetigkeitsstellen in den Sensordaten werden
somit berücksichtigt, Sensorfehler werden überglättet.
• Optimierung: Um die Parameter b’ und c’ für das Stoppphasen-beschreibende Polynom
(Gleichung 5.14) ermitteln zu können, benötigt der Optimierer eine sogenannte Ziel- und
Bedingungsfunktion. In dieser wird aus dem berechneten Krümmungsparameter a, sowie
den Anfangsparametern b0 und c0 aus dem linearen Fit der Stoppphase als Startwerte ein
Polynom erstellt und damit ein Sensorsignal unter Verwendung eines Verzugsmodells (vgl.
Abschnitt 5.3) berechnet. Als Lösungssystem für die Differentialgleichung wird dabei das
Verfahren „Runge-Kutta 45“ gewählt, da es sich für steife Differentialgleichungssysteme
eignet, was dem vorliegenden Problem entspricht. Unter Variation der Parameter b’ und
c’, fortwärender Lösung der Differentialgleichungen und Abgleich der Lösung mit den
Sensorsignalen der Stoppphase wird das gesuchte Polynom iterativ optimiert.
• Kalibrierung: Dieses Modul übernimmt die Berechnung der Kalibrierfaktoren nach Glei-
chung 5.4. Dazu werden zunächst die im Modul „Fitting“ berechneten Standardabweichun-
gen der Fits der Spül- und Stoppphase, für die der Kalibrierfaktor berechnet werden soll,
überprüft. Ein Kalibrierfaktor kann berechnet werden, wenn die Standardabweichung der
letzten fünf Punkte der jeweiligen Phase unter der Summe der Standardabweichung aller
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bisher angepassten Phasen zu den Rohdaten plus einer vom Benutzer einstellbaren To-
leranz für die Spülphase liegt. Wird kein Kalibrierfaktor berechnet, so ist das daran zu
erkennen, dass das Program zu der betroffenen Stoppphase keinen Kalibrierfaktor ausgibt.
• Atmungsraten berechnen: Da die Kalibrierfaktoren und der Auslassvolumenstrom nur an
diskreten Stellen, nämlich zu Beginn der Stoppphasen bekannt sind, ist die Interpolation
der Daten nötig, um die Atmungsraten an jeder Stelle auswerten zu können. Dazu wird
ein Spline Fitting über die Kalibrierfaktoren vorgenommen. Ähnlich wird für den Aus-
lassvolumenstrom V˙out vorgegangen, welcher, jeweils zum Übergang von der Spül- in die
Stoppphase ermittelt wird. Hier wird eine lineare Interpolation durch die diskreten Da-
tenpunkte vorgenommen. Mit den somit verfügbaren Informationen wird Gleichung 5.2
gelöst.
Die Datenhaltungsschicht hält die benötigten Daten. Das dafür zuständige Modul ist eng mit der
Präsentationsschicht verknüpft und nimmt die Sensorrohdaten zur Berechnung mittels Queue-
Funktionen aus der Messdatenerfassungssoftware entgegen. Die Queue-Funktionen sind im Ba-
se Package von LabVIEW enthalten und ermöglichen den Datenaustausch zwischen zwei oder
mehreren Funktionsblöcken (VIs). Die in der Queue enthaltenen Daten werden gepuffert. Queues
sind Datenstrukturen der Informatik, die nach dem First-In-First-Out (FIFO) Prinzip arbeiten und
die enthaltenen Entitäten somit in einer Reihenfolge speichern. Die Sensordaten werden somit
nach dem FIFO Prinzip aus der Queue entnommen und bis zum Ende der jeweils zu behandeln-
den Phase LabVIEW-typisch durch Datenleitungen an die Module der Logikschicht geleitet.
5.8.2. Integration in die Messdatenerfassungssoftware
Die vor dieser Arbeit bereits vorhandene Messdatenerfassungssoftware liest die Sensorrohdaten
ein. Für die Umsetzung der neuen Berechnungsmethode werden dazu sämtliche Sensorsignale so-
wie deren zeitliche Zuordnung eingelesen. Die Übermittelung dieser Daten an die Berechnungs-
methode erfolgt auch hier mit Queues. Dazu werden zu jedem Zeitpunkt des Einlesens neuer
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Sensorwerte diese in einem Cluster zusammengefasst und der Queue angehangen. Der Aufruf
der Berechnungsmethode erfolgt jeweils zu Beginn und am Ende jeder Stoppphase. Zu Beginn
der Stoppphase liegen alle Daten der vorangegangenen Low-Flow-Phase bereits in der Queue vor
und das Programm kann das Fitting dieser Phase durchführen. Dafür werden die Sensordaten zur
Berechnung des Spline Fittings einzeln aus der Queue entnommen und diese somit geleert. Zum
Ende der Stoppphase wird analog das Fitting der Stoppphase durchgeführt. An der Schnittstelle
von Low-Flow- und Stoppphase erfolgt durch Aufruf des Kalibrierungsmoduls die Berechnung
der Kalibrierfaktoren und abschließend durch Aufruf des Moduls zur Bestimmung der Atmungs-
raten die Berechnung der Sauerstofftransferraten.
Alle weiteren benötigten Parameter für die Berechnung können vom Benutzer in die Eingabe-
maske der Messdatenerfassungssoftware eingegeben werden. Das Programm ist so programmiert,
dass es bis zu 8 Kolben gleichzeitig erfassen kann. Um die Atmungsraten aus mehreren Kolben
möglichst zeitnah berechnen und für den Benutzer darstellen zu können, nutzt das Programm
die Möglichkeit von LabVIEW zur Parallelisierung. Da die Berechnungen der Atmungsraten in
den einzelnen Kolben voneinander unabhängig sind, kann somit jede Instanz der Umsetzung der
Methode auf einen eigenen Prozessorkern (falls vorhanden), beziehungsweise eigene Threads
ausgelagert werden. Die Aufrufe der Berechnungsmethode durch das Programm werden von den
Phasenwechseln ausgelöst.
Da die Berechnungsmethode für die Atmungsraten in die Messdatenerfassungssoftware integriert
ist und kontinuierlich die Sensordaten auswertet, ist eine sinnvolle Fehlerbehandlung wichtig.
Bei den für gewöhnlich langen Versuchslaufzeiten von Fermentationen soll die Programmaus-
führung nicht durch Fehler angehalten werden. Auftretende Fehler werden daher vom Programm
mittels LabVIEW-typischer Fehlercluster abgefangen. Dessen Inhalt wird mit Zeitstempel in ei-
ne Log-Datei geschrieben. Tritt hingegen ein Fehler beim Schreiben der Log-Datei auf, wird das
Programm angehalten und dem Benutzer eine Fehlermeldung auf dem Bildschirm angezeigt.
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5.8.3. Benutzeroberfläche und Bedienung
Beim Programmstart wird dem Benutzer der Begrüßungsbildschirm der Software wie in Abbid-
lung 5.36 gezeigt. Dem Benutzer bieten sich folgende Optionen:
Abbildung 5.36: Begrüßungsbildschirm der LabVIEW Software „RAMOS 3.0“
1. Bitte Anlage auswählen: Hier muss vom Benutzer eine RAMOS-Anlage ausgewählt wer-
den, für welche die Software dann anlagenspezifische Einstellungen aus dem Netzwerk
lädt. Ist die gewünschte Anlage nicht in der Auflistung vorhanden, kann „Keine Anlage
(Defaultparameter)“ gewählt werden.
2. Über die Schaltfläche Versuchsparameter gelangt der Benutzer in eine Eingabemaske, in
der alle nötigen Versuchsparameter eingegeben werden können. Die Software speichert
die zuletzt eingegebenen Parameter über einen Neustart hinweg. Diese Schaltfläche bleibt
ausgegraut, bis eine Anlage (Punkt 1) ausgewählt wurde.
3. Mit der Schaltfläche Drucktest wird der Drucksensor in allen Kolben ausgelesen und dem
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Benutzer grafisch dargestellt. Diese Funktion dient dazu, vor dem Versuchsstart die Dicht-
heit der Kolben zu überprüfen.
4. Die Schaltfläche Start startet die online-Messung und Berechnung der Atmungsraten mit
den eingestellten Parametern. Hierfür wird noch die konventionelle Methode verwendet.
Dabei werden drei txt.-Dateien mit den flogenden Endungen erzeugt:
• _log: Enthält alle mit einem Zeitstempel versehenen Status- und Fehlermeldungen
des Programms, sowie die vom Benutzer gewählten Versuchsparameter
• _results: Enthält die Ergebnisse der Stoppphasen-Berechnungen
• _konti: Enthält die kontinuierlich aufgezeichenten Sensorsignale
5. Die Schaltfläche Offline-Analyse startet eine Berechnung auf Grundlage einer Ausgabeda-
tei von Sensormesswerten einer bereits abgeschlossenen Fermentation („Offline“-Modus).
Dabei wird die neu entwickelte Methode verwendet.
6. Über die Schaltfläche Beenden kann das Programm beendet werden.
Bei Durchführung einer offline-Analyse gelangt der Benutzer zu einem Eingabefenster wie in
Abbidlung 5.37. Die Eingabefelder sind in sechs Blöcke unterteilt.
• Dateipfade: Im ersten Feld wird der Dateipfad der _konti-Datei (s.o.) des auszuwertenden
Experimentes eingegeben. Im zweiten Feld wird der Pfad der zu erstellenden Dateien ein-
getragen. Weiterhin muss angegeben werden, ob der Versuch auch unter Aufzeichnung von
IR-CO2-Signalen (siehe Kaitel 7) erfolgt ist. Mit Hilfe des Feldes „Eingabeformat ändern“
lassen sich auch abweichend aufgebaute _konti-Dateien auswerten.
• Berechnungsparameter: In diesem Block erfolgt die Eingabe der Regularisierungsparame-
ter für die Datenapproximation und die Glättung des Kalibrierfaktors, der Sensorverzugs-
zeiten, des Offsets des Sauerstoffsensors sowie die Kalibrierungsparameter für die CO2-
Sensoren.
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Abbildung 5.37: Eingabefenster für die offline-Analyse in „RAMOS 3.0“
• Volumina: Hier werden die Volumina der Flüssigphasen und die Gesamtvolumina der Kol-
ben eingetragen.
• Umgebung: Hier werden Temperatur und Luftdruck eingetragen.
• Kalibrierfaktorprüfung: Hier werden die Toleranzen festgelegt, mit denen geprüft wird,
ob die Kalibrierung erfolgreich war (siehe Abschnitt 5.1), mit der Option „Numerische
Parameter können weiterhin die Einstellungen für den Differentialgleichungslöser und den
Optimierer festgelegt werden“.
• Flüsse: Mit dieser Option lassen sich manuell Flüsse für die Spülphase vorgeben.
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Mit der offline-Analyse werden 4 Datein erzeugt. Sie tragen einen gewünschten Namen plus
einen der folgenden Zusätze:
• _calibration: Enthält die Ergebnisse der Glättung der Kalibrierfaktoren
• _fitting: Enthält die Ergebnisse des Smoothings Spline Fittings der Spülphasen und der
Modellausgabe der Stoppphasenapproximation
• _otr: Enthält die OTRs der Spül- und Stoppphasen
• _results: Enthält die OTRs der Stoppphasen sowie die diskreten Kalibrierpunkte
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6. Alternative zum MAX-250 Sauerstoffsensor
Als Alternative zum MAX-250 von Maxtec (Salt Lake City, Utah, USA) soll der Sauerstoffsen-
sor GS Yuasa Oxygen Sensor SK-25 von Figaro (Osaka, Japan) geprüft werden. Dieser Sensor
besitzt die gleichen geometrischen Maße, wie die CO2-Sensoren (siehe Abschnitt 3.3) und ist
damit deutlich kleiner als der MAX-250. Vom Hersteller des SK-25 wird eine niedrigere Ausga-
bespannung als beim MAX-250 angegeben.
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Abbildung 6.1: Signalstabilität der Sauerstoffsensoren MAX-250 (–) und SK-25(–) in Abhän-
gigkeit von der Drehzahl n(–) bei Luft; Temperatur T=30 °C; Schütteldurchmesser d0=50 mm
Für einen möglichen Einsatz in RAMOS muss zunächst die Signalstabilität in Abhängigkeit von
der Drehzahl geprüft werden. Abbildung 6.1 stellt das Sensorsignal von jeweils 4 MAX-250
und SK-25 Sensoren bei verschiedenden Drehzahlen bis 400 rpm dar. Die Sensoren wurden da-
bei auf einen Kolben gesetzt, der bei 30°C mit Luft durchströmt wurde. Die Sensorsignale des
MAX-250 liegen dabei zwischen 12,5 und 13,2 mV, die des SK-25 zwischen 4,6 und 6,1 mV.
Die Ausgabesignale des SK-25 zeigen dabei, ebenso wie die des MAX-250, über den gesamten
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Drehzahlbereich keine Abhängigkeit von der Bewegung des Schüttlers. Schwankungen in den
Signalen beider Sensoren und die unterschiedlichen Ausgabeniveaus der Sensoren sind auf die
driftende Eigenschaft der elektrochemischen Reaktionen in den Sensoren zurückzuführen. Damit
sollte der SK-25 sich grundsätzlich für den Gebrauch in RAMOS eignen.
Um zu beurteilen, ob mit dem SK-25 auch Messungen von der Qualität des MAX-250 möglich
sind, ist zunächst die Linearität sowie das Signal-Rauschverhältnis zu überprüfen. Dafür wurden
mittels Gasmischbatterie (Luft und CO2) verschiedene Sauerstoffkonzentrationen im Kolben ein-
gestellt und die Ausgangsspannung der daran angeschlossenen Sensoren nach Einstellung des
Steady-state ermittelt. Abbildung 6.2 stellt die so ermittelten Sensorkennlinien für den MAX-
250 und den SK-25 dar. Sowohl die SK-25 als auch die MAX-250 weisen einen linearen Verlauf
ihrer Kennlinie auf. Dieser lässt sich sogar bis hin zu Sauerstoffkonzentrationen nahe 0 beob-
achten. Hierfür sind in Abbildung 6.2 auch die Sensorsignale aufgetragen, die bei Anlegen ei-
ner sauerstofffreien Atmosphäre ermittelt wurden. Allerdings weisen die SK-25-Sensoren erwar-
tungsgemäß eine deutlich flachere Kennlinie auf als die MAX-250-Sensoren, wobei auch hier die
unterschiedlichen Kennlinien der baugleichen Sensoren untereinander auf die Drift zurückzufüh-
ren sind. Eine flache Sensorkennlinie ist für die Auswertung eher nachteilig, weil Änderungen im
Sauerstoffpartialdruck somit in kleineren Änderungen des Ausgabesignals resultieren. Um dieses
genauso gut nutzen zu können, wäre ein geringeres Sensorrauschen notwendig. Dieses liegt bei
dem SK-25 allerdings nicht vor, auch hier ist ein Signalrauschen von ungefähr 0,002 mV fest-
zustellen (Daten nicht dargestellt). Dieser Wert ist ebenfalls bei dem MAX-250 zu beobachten.
Damit weist der SK-25 ein schlechteres Signal-Rausch-Verhältnis als der MAX-250 auf.
Weiterhin zeigt Abbildung 6.2, dass beide Sensortypen ungefähr den gleichen Offset aufweisen,
also bei sauerstofffreier Atmosphäre ein ähnliches Signal ausgeben. Dieses liegt in der Größen-
ordnung von 0,2 mV. Um einen eventuellen Zusammenhang finden, mit dem es möglich wäre,
den Offset auf Grundlage des Sensoralters vorherzusagen, wurden verschiedene Sensoren bei-
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Abbildung 6.2: Sensorkennlinien des MAX-250 (–◾–, –◾–, –◾–, –◾–) und des SK-25 (- - ▲ - -, - -▲ - -, - - ▲ - -, - - ▲ - - ) bei T=30 °C
der Typen an einen Kolben angeschlossen und dieser mit reinem Stickstoff begast. Somit wurde
der Sauerstoff komplett aus dem Kolben verdrängt. Bei Einstellen eines Gleichgewichtszustan-
des wurde der Offset ermittelt. Weiterhin wurde an jedem Sensor auch reine Luft angelegt und
ebenfalls das Signal im Gleichgewichtszustand ermittelt. Abbildung 6.3 stellt die auf diese Wei-
se ermittelten Offsets gegen das Signal bei Luft dar. Für beide Sensoren streuen die Offsets im
gleichen Wertebereich von 0,04 mV bis 0,38 mV. Dabei ist keine Abhängigkeit des Offsets von
dem Signalniveau bei Luft zu sehen.
Die Beobachtung gleichen Offsets stellt einen Nachteil des SK-25 gegenüber dem MAX-250
dar, da sich bei einer flacheren Kennlinie Unsicherheiten bei der Berücksichtigung dieses Offsets
entsprechend stärker auswirken. Der Großteil der Punkte in Abbildung 6.3 liegt um 0,15 mV
herum, so dass sich dieser Wert als guter Schätzwert für den Sensoroffset eignet.
Die Überprüfung der Sensordynamik des SK-25 wird vergleichend mit dem MAX-250 am 0,5 M
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Abbildung 6.3: Offsets der Sauerstoffsensoren MAX-250 (◾) und SK-25 (◾) in Abhängigkeit
vom Sensorsignal bei Luft
Sulfitsystem (siehe Kapitel 3.7) mit 10 mL Füllvolumen bei 30°C, einer Schüttlerdrehzahl von
250 rpm und einem Schütteldurchmesser von 5 cm durchgeführt. Abbildung 6.4 zeigt die Über-
gänge beider Sensoren von einer Low-Flow-Phase in die darauffolgende Stoppphase. In beiden
Fällen kommt es nach dem Wechsel von der Low-Flow-Phase in die Stoppphase nicht sofort zu
dem scheinbar linearen Abfall der Signalkurve. Es liegt zunächst ein Übergangsbereich vor, in der
die Kurven gekrümmt sind. Für den MAX-250 wurde dieser Effekt in Abschnitt 5.3 beschrieben
und modelliert. Beim SK-25 zeigt sich, dass der scheinbar lineare Bereich noch später erreicht
wird. Das bedeutet, dass dieser im Vergleich zum MAX-250 einen noch größeren Sensorverzug
aufweist. Für einen Einsatz des SK-25 müsste daher eine eigene Verzugszeit bestimmt werden.
Diese würde über der des MAX-250 liegen. Auch das ist nachteilig für die Datenauswertung.
Somit lässt sich festhalten, dass sich der SK-25 aufgrund seiner Signalstabilität bei allen rele-
vanten Drehzahlen und seiner linearen Kennlinie durchaus für den Betrieb in RAMOS eignet.
Seine geringe Größe macht ihn für eine weitere Miniaturisierung der Anlage attraktiv. Dennoch
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Abbildung 6.4: Beispielhafter Signalverlauf beim Übergang in die Stoppphase bei dem MAX-
250 (–) und bei dem SK-25 (–); 0,5 M Sulfitsystem (0,5 M Na2SO3, 0,012 M
Na2HPO4/NaH2PO4, 10−7 mol/L CoSO4, Anfangs-pH=8), Temperatur T=30°C, Füllvolumen
VL=10 mL, Schüttlerdrehzahl n= 250 rpm, Schütteldurchmesser d0=5 cm
ist dem MAX-250 beim Einsatz in RAMOS der Vorzug zu geben, da dieser Sensor sich durch ein
günstigeres Signal-Rausch-Verhältnis, einem schnelleren Antwortverhalten, sowie einer steileren
Kennlinie bei gleichem Offset auszeichnet. All diese Punkte begünstigen die Approximation der
Messdaten und somit die Auswertung.
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7. CTR-Bestimmung nach neuer Auswertung
7.1. Kohlendioxidmessung mittels IR-Sensoren
Bei der konventionellen Bestimmung des CTR in RAMOS kommen Differenzdrucksensoren
zum Einsatz, die nur in der Stoppphase ein vom CTR abhängiges Signal liefern. Eine Verwen-
dung der Daten aus der Spülphase ist hiermit allerdings nicht möglich, da bei offenen Ventilen
kein Unterschied des statischen Drucks zwischen Kolbenkopfraum und Umgebung festgestellt
werden kann. Um eine Erhöhung der Datendichte vom CTR dennoch vornehmen zu können,
muss entweder die Dichte der Stoppphasen erhöht werden oder ein Sensor gefunden werden, der
fortlaufend den Kohlendioxidpartialdruck im Gasraum aufzeichnen kann.
Für die Erfassung eines kontinuierlichen CO2-Signals sollen daher Infrarot-CO2-Sensoren unter-
sucht werden. Diese müssen zunächst auf ihre Signalstabilität bei den in RAMOS eingesetzten
Schüttlerdrehzahlen überprüft werden. Dazu wurden die Kolben mittels einer Gasmischbatterie
mit einem Luftgemisch aus verschiedenen Kohlendioxidpartialdrücken durchströmt. Die Kolben
wurden bei verschiedenen Drehzahlen einige Minuten geschüttelt und die Signalverläufe aufge-
nommen. Die Messungen erfolgte mit den Sensoren MSH-P-CO2 von Dynament (Derbyshire,
UK) und dem Cirius V2 von Clairair (Essex, UK) gemacht. Beiden Sensoren sind von Hersteller-
seite bereits linearisiert. Das bedeutet, dass die Signalausgabe linear zum angelegten Partialdruck
ist.
Abbildung 7.1 zeigt die Signalausgabe des MSH-P-CO2 bei Drehzahlen von 250 rpm bis 400
rpm. Dies entspricht dem relevanten Bereich für Schüttelkolbenfermentationen bei einem Schüt-
teldurchmesser von 50 mm. Bei allen eingestellten Partialdrücken gibt der Sensor ein von der
Drehzahl unabhängiges, stabiles Signal aus. Die Abhängigkeit des Cirius V2 von der Schüttler-
drehzahl ist in Abbildung 7.2 dargestellt. Auch dieser Sensor zeigt keinen Einfluss der Drehzahl
auf die Signalstabilität. Bei höheren Konzentrationen nimmt allerdings das Signalrauschen deut-
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Abbildung 7.1: Signalausgabe des MSH-P-CO2 (–) bei verschiedenen CO2-Niveaus in Abhän-
gigkeit von der Schüttelfrequenz (–); Temperatur T=30 °C, Schütteldurchmesser d0=5 cm,
Volumenstrom des Gasgemisches V˙Gemisch=540 mL/min
lich stärker zu als bei dem MSH-P-CO2. Der Cirius V2 weist dabei ein größeres Rauschen auf als
der MSH-P-CO2. Eine Abhängigkeit des Signalrauschens von der Drehzahl ist allerdings auch
hier nicht zu erkennen. Aufgrund des besseren Signal-Rausch-Verhältnisses und der deutlich bes-
seren Verfügbarkeit des Sensors von Seiten des Herstellers, wurde für die weitere Entwicklung
lediglich der Dynament MSH-P-CO2 herangezogen.
Die Linearität der Sensoren und die Langzeitstabilität der Sensorkalibrierung wurde anhand von
drei CO2-Sensoren überprüft. Dazu wurde in Abständen von einigen Monaten das Sensorsignal
bei verschiedenen CO2-Partialdrücken im Kolben aufgenommen. Mit der Gasmischbatterie wur-
den verschiedene Gemische von Luft und Kohlendioxid in den Kolben geleitet und mit Hilfe
des Sauerstoffsensors der Sauerstoffpartialdruck gemessen, sowie das Signal des Kohlendioxid-
sensors aufgenommen. Aufgrund der Ungenauigkeiten bei der Einstellung der Gasmischbatterie
wurde der CO2-Partialdruck über den gemessenen Sauerstoffpartialdruck im Gleichgewichtszu-
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Abbildung 7.2: Signalausgabe des Cirius V2 CO2-Sensors (–) bei verschiedenen CO2-Niveaus
in Abhängigkeit von der Schüttelfrequenz (–); Temperatur T=30 °C, Schütteldurchmesser
d0=5 cm, Volumenstrom des Gasgemisches V˙Gemisch=540 mL/min
tand berechnet (Herleitung siehe Anhang A.4).
pCO2 = p ⋅(1−4,774 ⋅xO2) (7.1)
Abbildung 7.3 zeigt die Ergebnisse dieser Kalibrierungen eines MSH-P-CO2 im Vergleich zu
der Kalibrierkurve, die man aus Angaben des Herstellers erhält. Es ist der im Kolben eingestellte
Kohlendioxidpartialdruck gegen das ausgegebene Sensorsignal aufgetragen. Die Herstellerkurve
ergibt sich analog zu Gleichung 3.1 aus Gleichung 7.2.
pCO2 = 0,025barV ⋅(UCO2 −0,4V) (7.2)
Zwischen den Kalibrierungen wurden die Sensoren immer wieder für Versuche eingesetzt. Die
Kalibrierpunkte streuen um die vom Hersteller angegebene Kurve und lassen über einen Zeitraum
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Abbildung 7.3: Kalibrierung eines CO2-Sensors (Dynament MSH-P-CO2); Kalibriergerade
nach Herstellerangaben (–), Kalibrierung vom 13.10.2010 (◾), Kalibrierung vom 08.12.2010
(◾), Kalibrierung vom 10.02.2011 (◾)
von 4 Monaten keine wesentliche Drift des Sensors erkennen. Zur Ermittlung der Kalibriergera-
den, die das Signal des CO2-Sensors in einen Partialdruck umrechnet, wird Gleichung 7.3 an die
gemessenen Kalibrierpunkte angefittet.
pCO2 =K ⋅(UCO2 −UCO2,0) (7.3)
Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.1 zusammengefasst. Auch hier erkennt man, dass die Abwei-
chungen von den Angaben des Herstellers nur gering sind und dass keine wesentlichen Verände-
rungen über den betrachteten Zeitraum von 4 Monaten beobachtet werden können. Die Parameter
der gefitteten Geraden liegen alle im 95 %-Konfidenzbereich der Herstellergeraden. Es kann da-
her von einer Kalibrierung der Sensoren während des Messbetriebes abgesehen werden.
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Tabelle 7.1: Ergebnisse der Kalibrierung nach Anfitten von Gleichung 7.3 an die gemessenen
Kalibrierpunkte für 3 Dynament MSH-P-CO2-Sensoren
13.10.2010 08.12.2010 10.02.2011
Sensor K [ barV ] UCO2,0 [V] K [
bar
V ] UCO2,0 [V] K [
bar
V ] UCO2,0 [V]
1 0,0249 0,416 0,0258 0,421 0,0244 0,382
2 0,0255 0,432 0,0257 0,423 0,0256 0,41
3 0,0254 0,428 0,0258 0,423 0,0253 0,405
7.2. Signalverzögerung des Kohlendioxidsensors
Zur Bestimmung der Antwortzeit des CO2-Sensors wurde ein Sprungversuch analog zum Ver-
suchsaufbau zur Bestimmung der O2-Sensordynamik (Abschnitt 5.3) durchgeführt. In diesem
Fall wurden dafür Luft und ein mit CO2 angereichertes Luftgemisch verwendet. Weiterhin wur-
den die Kolben mit 10 mL Salzsäure mit pH 2 gefüllt, um ein CO2-Stripping während des
Sprungs zu vermeiden. Um ideale Durchmischung des Gasraumes zu erzielen, wurde, soweit
nicht anders angegeben, mit 300 rpm geschüttelt. Es wurden mehrere Versuche unter variieren-
den Bedingungen durchgeführt.
Der Verlauf der Antwortkurve wurde aufgezeichnet und daran unter Vorgabe der aus der Ver-
suchsanordnung berechneten realen Partialdruckkurve ein Modell angefittet, das den Verzug der
Antwort mit einer Verzögerung erster Ordnung darstellt. Hierfür wurde ein Modell verwendet,
das analog zu dem zur Beschreibung der O2-Sensordynamik ist (siehe Gleichung 5.21) und mit
der Gleichung 7.4 beschrieben wird. Fitparameter ist die Verzugszeit τCO2 .
d pCO2,Sensor
dt
= − pCO2,Sensor − pCO2
τCO2
(7.4)
Abbildung 7.4 stellt die Verzugszeiten der CO2-Sensoren für verschiedene Sprünge dar. Auch
hier lässt sich in fast allen Fällen, unabhängig von den experimentellen Bedingungen, ein ein-
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Abbildung 7.4: Verzugszeiten der MSH-P-CO2 Kohlendioxidsensoren aus Sprungversuchen
bei T=30 °C; (1) n=0 rpm, VL=0 mL, V˙in=58 mL/min, pCO2,start=0,00036 bar,
pCO2,in=0,0068 bar; (2) n=0 rpm, VL=0 mL, V˙in=51 mL/min, pCO2,start=0,0067 bar,
pCO2,in=0,00038 bar; (3) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=58 mL/min, pCO2,start=0,0036 bar,
pCO2,in=0,00068 bar; (4) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=56 mL/min, pCO2,start=0,00067 bar,
pCO2,in=0,0038 bar; (5) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=57 mL/min, pCO2,start=0,0036 bar,
pCO2,in=0,00095 bar; (6) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=56 mL/min, pCO2,start=0,00092 bar,
pCO2,in=0,0038 bar; (7) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=29 mL/min, pCO2,start=0,00036 bar,
pCO2,in=0,0125 bar; (8) n=300 rpm, VL=10 mL, V˙in=29 mL/min, pCO2,start=0,012 bar,
pCO2,in=0,00038 bar
heitlicher Wert bestimmen. Dieser liegt zwischen 0,032 h und 0,041 h und weist eine Standard-
abweichung von ca. 0,0025 h auf. Damit ist die Zeitkonstante deutlich größer als die der Sauer-
stoffsensoren. Das bedeutet, dass die Sensoren weitaus träger auf Änderungen im Partialdruck
reagieren. In einer Versuchsreihe wurde eine Zeitkonstante von 0,054 h mit einer Standardab-
weichung von 0,006 h ermittelt. Hierbei handelte es sich aber um ein ungeschütteltes System
ohne Flüssigkeit im Kolben. Daher werden die Ergebnisse dieses Versuches nicht weiter betrach-
tet. Weiterhin ist auch zu beobachten, dass die Zeitkonstanten bei Anreicherung von CO2, wie
es auch bei RAMOS-Messungen geschieht, etwas niedriger sind als bei dessen Abreicherung.
Hier liegen die Zeitkonstanten im Mittel bei 0,033 h. Dieser Wert wird daher für die folgenden
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Berechnungen verwendet.
7.3. Berechnung des CTR
Die Bilanzierung der CO2-Konzentration im Kopfraum erfolgt analog zu der mit Sauerstoff. Da
keine Drift der Senoren vorliegt, ist hier keine Kalibrierung nötig und der Partialdruck von CO2
kann direkt mit Gleichung 7.2 berechnet werden. Die vollständige Bilanzgleichung für die CTR-
Berechnung ist somit:
CT R = V˙out ⋅ pCO2 −V˙in ⋅ pCO2,in
VL ⋅R ⋅T + d pCO2dt VGVL ⋅R ⋅T (7.5)
Analog zur Berechnung der OTR werde die Signale des Kohlendioxidsensors ebenfalls mit Smoo-
thing Splines approximiert.
In der Stoppphase ergibt sich für die Berechnung des CTR aufgrund der fehlenden konvektiven
Begasung:
CT Rstop = d pCO2,stopdt ⋅ VGVL ⋅R ⋅T (7.6)
Analog zur OTR-Berechnung wird der CTR in der Stoppphase ebenfalls mit einem Polynom
zweiter Ordnung beschrieben:
pCO2 = aCO2 ⋅ t2+bCO2 ⋅ t +cCO2 (7.7)
Der Parameter aCO2 kann auch hier aus der Steigung des Sensorsignals der vorangehenden Spül-
phase unter Annahme konstanter Änderung des CTR berechnet werden.
aCO2 = 12 d pCO2,rinsedt V˙outVG (7.8)
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Als Fitgleichung kann man somit folgende verwenden:
pCO2 = 12 d pCO2,rinsedt V˙outVG ⋅ t2+bCO2 ⋅ t +cCO2 (7.9)
bzw.
pCO2 = 12 ⋅KCO2 ⋅ dUCO2,rinsedt V˙outVG ⋅ t2+bCO2 ⋅ t +cCO2 (7.10)
Zur Berücksichtigung des Sensorverzugs wird auch hier ein nichtlinearer Optimierer verwendet,
der die Differenz zwischen den Messdaten und dem Ergebnis UCO2,delay nach folgendem DGL-
Modell minimiert. Dabei werden die Parameter bCO2 und cCO2 variiert.
d(pCO2)
dt
= d pCO2,rinse
dt
⋅ V˙out
VG
⋅ t +bCO2 (7.11)
dUCO2,delay
dt
= pCO2KCO2 +UCO2,0−UCO2,delay
τCO2
(7.12)
7.3.1. Bestimmung des optimalen Regularisierungsparameters für das Smoothing Spline
Fitting der Kohlendioxidsensoren
Die Approximation der Signale des Kohlendioxidsensors soll auch zur Lösung des CTR nach
Gleichung 7.5 mit Smoothing Splines durchgeführt werden. Dabei ergibt sich aber aus den Er-
gebnissen von Abschnitt 7.2 ein wesentliches Problem. Durch die sehr hohe Zeitverzögerung, die
die Kohlendioxidsensoren aufweisen, ist auch nach dem High-Flow kein schneller Übergang des
Signals in ein dem Low-Flow entsprechenden Signal sichergestellt. Vielmehr kommt es in den
ersten Minuten zu einer Angleichung des Signals an die die Verhältnisse, die ohne Kalibrierung
der Sauerstoffsensoren vorlägen. In diesem Zeitraum könnte aber eine Signalauswertung, die die-
sen Effekt nicht berücksichtigt, zu fehlerhaften Berechnungen des CTR führen. Da ein Ansatz
für eine Korrektur über ein Modell nicht vorliegt und auch schwierig zu realisieren wäre, sollen
zunächst die ersten Minuten des Low-Flows unberücksichtig bleiben.
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Abbildung 7.5: L-Kurve zur Ermittlung des optimalen Regularisierungsparameters zur Appro-
ximation des CO2-Sensorsignals mit Smoothing Splines in den Spülphasen (–◾–) und die
entsprechenden Regularisierungsparameter preg,CT R (–◾–)bei einer Fermentation von E. coli
BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose und 1 g/L, Spülphasen-
länge trinse=25 min, Stoppphasenlänge tstop=5 min, Sorbitol, Schütteldurchmesser d0=50 mm,
Schüttlerdrehzahl n=350 rpm, Füllvolumen VL=10 ml, Animpf-OD OD600,α=0,2
Zur Bestimmung eines geeigneten Regularisierungsparameter für den CTR preg,CT R soll analog
zur OTR-Auswertung eine L-Kurve berechnet werden (siehe Abschnitte 2.3.3 und 5.2.2). Da-
zu wurde eine Kultivierung von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit
20 g/L Glucose und 1 g/L Sorbitol wie im Beispiel von Abbildung 5.22 B durchgeführt. Auch
hier wurde eine Spülphasenlänge von 25 min verwendet. Aufgrund der Triauxie und der damit
verbundenen schnellen Änderungen innerhalb von kurzer Zeit, dient dieses System als Extrem-
beispiel. Es wurden Auswertungen bei verschiedenen preg,CT R durchgeführt. Dabei wurden die
ersten 0,13 h der Low-Flow-Phase nicht mit berücksichtigt. Die jeweiligen Normen aus Daten-
und Regularisierungsfehler wurden berechnet und gegeneinander aufgetragen. Dies ist in Abbil-
dung 7.5 dargestellt.
Dabei ergibt sich die typische L-form der Kurve. Ebenfalls in Abbildung 7.5 dargestellt ist der
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jeweils verwendete Regularisierungsparameter. Um eine möglichst glatte Kurve für den CTR zu
erhalten, wird analog zur OTR-Berechnung (siehe Abschnitt 5.2.2) ein Regularisierungsparamter
gewählt, der der rechten Seite der Krümmung zugeordnet ist. Ein Wert von 0,999 ist somit auch
für preg,CT R eine gute Wahl und wird in den dargestellten Fermentationsbeispieln verwendet.
7.4. Fermentationsbeispiele
Zur Verdeutlichung der CTR-Berechnung mittels Kohlendioxidsensoren wird ebenfalls das Sys-
tem von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in Wilms-MOPS-Medium mit 20 g/L Glucose und 1 g/L
Sorbitol betrachtet. Eine solche Kultivierung wurde unter Verwendung der Kohlendioxidsensoren
von Dynament mit einer Spülphasendauer von 25 min durchgeführt. Abbildung 7.6 zeigt das Er-
gebnis der Auswertung dieser Kultivierung. Neben den berechneten CTRs für die Spülphase nach
Gleichung 7.5 und für die Stoppphase nach Gleichung 7.6 sind außerdem die CTR-Messpunkte
nach der Differenzdruckmethode gemäß Gleichung 2.28 dargestellt.
Alle Kurven zeigen den triauxischen Verlauf, wie er auch anhand der OTR-Kurve zu erkennen
ist (vergleiche Abbildung 5.22). Die Kurve, die mit der neuen Methode berechnet wurde, zeigt
dabei eine deutlich höhere Datendichte. Allerdings weichen die CTR-Daten von der Stoppphase
und von der Spülphase beträchtlich voneinander ab. Die Daten der Spülphase liegen deutlich hö-
her. Die Daten der Stoppphase decken sich dabei weitestgehend mit denen, die gemäß der alten
Auswertung nach Gleichung 2.28 vorgenommen wurden. Als Erklärung für dieses Phänomen
kommen drei Möglichkeiten in Betracht:
Nach dem ersten Erklärungsansatz ist davon auszugehen, dass die Daten der Spülphase falsch
berechnet sind. Dies könnte auf einen Fehler der Modellgleichung 7.5 oder in deren Komponen-
ten zurückzuführen sein. Nach dem zweiten Erklärungsansatz liegt ein Fehler bei der Berechnung
der Stoppphasen-CTRs vor. Dieser könnte aufgrund einer zu kurz gewählten Stoppphase entste-
hen, die nicht ausreichend ist, um ein zuverlässiges Messsignal aus dem trägen CO2-Sensor zu
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Abbildung 7.6: Gemessene Kohlendioxidtransferraten von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in
Minimalmedium aus IR-CO2-Sensordaten der Spülphase (◻) und der Stoppphase (◾) sowie
aus den Differenzdrucksensordaten der Stoppphase (–◾–); Spülphasenlänge trinse=25 min,
Stoppphasenlänge tstop=5 min; Versuchsbedingungen: Wilms-MOPS Medium mit 20 g/L Glu-
cose und 1 g/L Sorbitol, Temperatur T=30 °C; Füllvolumen VL=10 mL; Schütteldurchmesser
d0=50 mm; Schüttlerdrehzahl n=350 rpm; Animpf-OD OD600,0=0,2; Start pH=7,5
gewinnen. Da die Differenzdrucksensoren aber kaum Trägkeit aufweisen, ist dieser Erklärungs-
ansatz als unwahrscheinlich zu betrachten. Nach einem dritten Erklärungsansatz führt eine Ver-
schiebung des Löslichkeitsgleichgewicht des Kohlendioxid im Medium bei sich verändernden
Kohlendioxidpartialdrücken in der Stoppphase zu verminderten CTRs. Dieser Fall wäre denkbar,
da Kohlendioxid eine wesentlich bessere Löslichkeit in wässrigen Lösungen besitzt als Sauer-
stoff und zudem über das Bicarbonat-System verknüpft ist. In diesem Falle würde die Stopppha-
se einen nicht unwesentlichen Einfluss auf das Messergebnis ausüben.
Um die nachteiligen Effekte bei Vorliegen einer der letzteren beiden Fälle zu minimieren, wäre
es sinnvoll, die Anzahl der Stoppphasen weiter zu minimieren. Abbildung 7.7 zeigt daher das
gleiche Experiment wie in Abbildung 7.6, allerdings wurde in diesem Ansatz eine Spülphasen-
länge von 55 min benutzt. Es ergibt sich nahezu das gleiche Bild wie in Abbildung 7.6, allerdings
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Abbildung 7.7: Gemessene Kohlendioxidtransferraten von E. coli BL21 pRSet eYFP-IL6 in
Minimalmedium aus IR-CO2-Sensordaten der Spülphase (◻) und der Stoppphase (◾) sowie
aus den Differenzdrucksensordaten der Stoppphase (–◾–); Spülphasenlänge trinse=55 min,
Stoppphasenlänge tstop=5 min; Versuchsbedingungen: Wilms-MOPS Medium mit 20 g/L Glu-
cose und 1 g/L Sorbitol, Temperatur T=30 °C; Füllvolumen VL=10 mL; Schütteldurchmesser
d0=50 mm; Schüttlerdrehzahl n=350 rpm; Animpf-OD OD600,0=0,2; Start pH=7,5
treten die Stoppphasen jetzt nur noch halb so häufig auf und führen zu einem glatteren Verlauf
der CTR-Kurve. Mit Hilfe der Daten aus der Spülphase geht damit auch kein Informationsver-
lust einher. Um die neue Auswertemethode allerdings mit den Infrarotsensoren für eine genaue
Bestimmung der CTR einsetzen zu können, besteht noch Klärungsbedarf bezüglich der Ursache
der Abweichungen in den Stopphasen.
7.5. Vergleich der konventionellen und der neuen Methode zur Berechnung der
CTR in RAMOS
Wie bei der Berechnung der OTR, bietet auch bei der CTR-Berechnung die neue Auswertungsme-
thode einen höheren Informationsgehalt durch eine höhere Datendichte gegenüber dem konven-
tionellen Ansatz. Dies macht eine Erweiterung der RAMOS-Anlage um Kohlendioxidsensoren
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notwendig. Das Berechnungsprinzip des CTR ist dabei das gleiche wie beim OTR. Lediglich die
Kalibrierung der Sensoren entfällt, da diese keine Drift aufweisen. Dennoch kommt es bei der
Berechnung des CTR in den gezeigten Beispielen zu deutlichen Unterschieden zwischen Spül-
und Stoppphase. Diese konnten nicht endgültig geklärt werden. Tabelle 7.2 stellt den konventio-
nellen Ansatz und die neue Methode gegenüber.
Tabelle 7.2: Gegenüberstellung der konventionellen und der neuen Methode zur Berechnung der
CTR
Konventionelle Methode Neue Methode
Berechnung nur in der Stoppphase Berechnung in Stopp- und Spülphase
Indirekte Messung über Differenzdrucksen-
sor
Direkte Messung des CO2-Partialdrucks über
IR-Sensoren
Bestimmung in der Spülphase technisch nicht
möglich
Bestimmung in der Spülphase möglich
Berechnung der CTR: Berechnung der CTR:
CT R = VGVL⋅R⋅T ⋅ d pges,stopdt +OT Rstop CT R = V˙out ⋅pCO2 ,in−V˙in⋅pCO2VL⋅R⋅T+d pCO2dt VGVL⋅R⋅T
pCO2 = 0,05⋅pamb2V ⋅(UCO2 −0,4V)
- Beschreibung des Sensorverzugs durch Mo-
dell
Hohe Datendichten nur über viele Stopppha-
sen realisierbar
Hohe Datendichten, unabhängig von Häufig-
keit der Stoppphasen
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8. Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die es ermöglicht, die Messdatendich-
te in RAMOS gegenüber dem konventionellen Ansatz von Anderlei u.a. (2001; 2004) deutlich zu
erhöhen, ohne die Messung zusätzlich zu stören. Der konventionelle Ansatz basiert auf einer Mes-
sung mit integrierter Sensorkalibrierung. Während regelmäßig geschalteter Stoppphasen wird
dabei die konvektive Begasung (Spülphase) des RAMOS-Kolbens unterbrochen wird. Die Ka-
librierung beruht auf einem Steady-state-Ansatz, bei dem ein Fließgleichgewicht im Kopfraum
des Kolbens am Ende der Spülphase angenommen wird. Um negative Effekte der Stoppphase,
z.B. künstlich erzeugte Sauerstofflimitierungen, zu reduzieren, hat sich in der praktischen An-
wendung eine Stoppphasen- und damit Messdatendichte von 2 pro Stunde durchgesetzt.
Mit Hilfe eines Modells des Kolbenkopfraumes wurde eine Berechnungsmethode entwickelt,
die es erlaubt, die Atmungsraten auch in den Spülphasen zu berechnen. Es zeigte sich, dass die
Steady-state-Kalibrierung der Sauerstoffsensoren hierfür nicht geeignet ist. Aus diesem Grund
wurde ein neuer Kalibrieransatz entwickelt, der auch das dynamische Verhalten der Gasphase
mit berücksichtigt. Zur Ermittlung der Atmungsraten war eine geeignete Approximation der Sen-
sorsignale nötig. Mehrere Ansätze wurden untersucht. Die Approximation der Spülphasen mit
Smoothing Splines und der Stoppphasen mit einem um den Sensorverzug korrigierten Polynom
stellte sich als die sinnvollste Variante heraus.
Mit der neuen Berechnungsmethode konnte in Beispielfermentationen im Vergleich zur kon-
ventionellen Methode eine sechs mal höhere Datendichte der OTR erreicht werden. Dadurch
konnten Effekte wie kurze Diauxien oder Sauerstofflimitierungen deutlicher dargestellt werden.
Weiterhin konnte die Anzahl der Stoppphasen reduziert werden, ohne die Messdatendichte dabei
zu verringern. In Tabelle 5.1 sind die Unterschiede zwischen der konventionellen Methode und
dem neuen Ansatz zur Berechnung der OTR gegenübergestellt.
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Zur Berechnung der CTRs war weiterhin die Erweiterung von RAMOS um CO2-Sensoren not-
wendig, da die bisher eingesetzten Differenzdrucksensoren in der Spülphase keine auswertbaren
Signale liefern. Dies wurde mit Hilfe von Infrarotsensoren gelöst. Die Sensoren unterliegen kei-
ner Drift und müssen daher während des Betriebes nicht kalibriert werden. Die Berechnung der
CTRs erfolgte analog zur neu entwickelten Berechnungsmethode für die OTRs. Dabei wurden in
den durchgeführten Experimenten während der Stopphasen deutlich niedrigere CTRs berechnet
als während der Spülphasen. Hier besteht noch Klärungsbedarf. Tabelle 7.2 stellt die Unterschie-
de zwischen der konventionellen Methode und dem neuen Ansatz zur Berechnung der CTR ge-
genüber.
Mit der neu entwickelten Berechnungsmethode lassen sich Atmungsraten in Schüttelkolben deut-
lich höher auflösen (zwölf statt zwei Messpunkte pro Stunde). Dies kann bei schnell ablaufenden
Fermentationen, bei denen wichtige Effekte innerhalb kurzer Zeit auftreten können, von Vorteil
sein. Auch bei langsamer ablaufenden Kultivierungen können durch den Einsatz der neuen Be-
rechnungsmethode Atmungsaktivitäten aufgedeckt werden, die auf Komponenten in geringen
Konzentrationen beruhen, z.B. kleine Sorbitolmengen, die zu diauxischem Wachstum führen.
9. Ausblick
Für eine weitere Optimierung von RAMOS hinsichtlich der Messdatenerfassung sollte in Zu-
kunft eine verbesserte Rohdatenerfassung angestrebt werden. Das Hauptproblem bleiben dabei
die Trägheiten von Gasphase und Sensor. Eine Verkleinerung der Gasphase, wie sie nach Bähr
u.a. (2011) möglich wäre, würde deren Trägheit zwar reduzieren, allerdings wäre die schnellere
Gasphasendynamik kaum mit dem trägen Sensor zu erfassen und könnte das Problem künstlich
erzeugter Sauerstofflimitierungen durch die Stoppphase weiter verschärfen. In Kombination mit
einem schnelleren Sensor hingegen könnten die Stoppphasen weiter verkürzt werden. Die Ver-
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hältnisse im RAMOS-Kolben würden damit denen im Erlenmeyerkolben noch ähnlicher. Eine
Verringerung des Sensorrauschens wäre ebenfalls vorteilhaft, da damit die Regularisierung noch
stärker in Richtung geringerer Datenfehler voran getrieben werden kann. Die Beobachtung des
Marktes hinsichtlich Neuentwicklungen von Sensoren sollte daher ein wichtiger Bestandteil zu-
künftiger Arbeiten sein.
A. Anhang XV
A. Anhang
A.1. Gasphasen-Bilanzierung für Sauerstoff und Kohlendioxid
Im Fall für den Sauerstoffübergang im isothermen Fall gilt:
dnO2
dt
= pO2,in
pamb
V˙in
Vm
− pO2
pamb
V˙out
Vm
−OT R ⋅VL (A.1)
mit dem idealen Gasgesetz (p ⋅V = n ⋅R ⋅T ):
VG
R ⋅T d pO2dt = pO2,inpamb V˙in ⋅ pambR ⋅T − pO2pamb V˙out ⋅ pambR ⋅T −OT R ⋅VL (A.2)
d pO2
dt
= pO2,in V˙inVG − pO2 V˙outVG −OT R ⋅VL ⋅R ⋅TVG (A.3)
OT R = pO2,in ⋅V˙in− pO2 ⋅V˙out
VL ⋅R ⋅T − d pO2dt VGVL ⋅R ⋅T (A.4)
analog lässt sich der CTR herleiten:
dnCO2
dt
= pCO2,in
pamb
V˙in
Vm
− pCO2
pamb
V˙out
Vm
+CT R ⋅VL (A.5)
CT R = pCO2 ⋅V˙out − pCO2,in ⋅V˙in
VL ⋅R ⋅T + d pCO2dt VGVL ⋅R ⋅T (A.6)
A.2. Herleitung der Kalibrierung der Sauerstoffsensoren
Für die Ermittlung des Kalibrierfaktors wird die Annahme eines konstanten Kalibrierfaktors wäh-
rend einer Kalibrierung getroffen ( dKdt =0). Damit ergeben sich für die Spül- und die Stoppphase
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folgende Zusammenhänge:
OT Rrinse = V˙in ⋅ pO2,in−V˙out ⋅K ⋅(UO2 −UO2,0)VL ⋅R ⋅T −K ⋅ dUO2,rinsedt ⋅ VGVL ⋅R ⋅T (A.7)
OT Rstop = −dUO2,stopdt ⋅K ⋅ VGVL ⋅R ⋅T (A.8)
Zum Zeitpunkt des Schließens der Ventile gilt:
OT Rrinse =OT Rstop (A.9)
Außerdem wird für diesen Zeitpunkt definiert: UO2 =UO2,intersec. Somit gilt:
K ⋅(dUO2,intersec,stop
dt
− dUO2,intersec,rinse
dt
− V˙out ⋅(UO2,intersec−UO2,0)
VG
) = −V˙in ⋅ pO2,in
VG
(A.10)
K = −V˙in ⋅ pO2,in( dUO2 ,intersec,stopdt − dUO2 ,intersec,rinsedt ) ⋅VG−V˙out ⋅(UO2,intersec−UO2,0) (A.11)
A.3. Berechnung des optimalen Highflow
Es wird angenommen, dass der Signalverlauf sowohl in der Stoppphase als auch in der Highflow-
phase linear verläuft und der OTR in diesem Zeitraum somit konstant ist. Folgende Gasmenge
aus der Stoppphase muss dann ausgeglichen werden:
∆pO2
∆tstop
⋅ tstop =OT R ⋅VL ⋅R ⋅TVG ⋅ tstop (A.12)
Das wird über den Highflow realisiert:
∆pO2
∆thigh
⋅ thigh = ( pO2,in ⋅V˙in,high− pO2 ⋅V˙out,highVG −OT R ⋅VL ⋅R ⋅TVG ) ⋅ thigh (A.13)
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Durch Gleichsetzen von A.12 und A.13 ergibt sich:
thigh = tstop ⋅ OT R ⋅VL ⋅R ⋅TpO2,in ⋅V˙in,high− pO2 ⋅V˙out,high−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T (A.14)
Mit V˙out = V˙in p−pH2O,inp−pH2O − OT R⋅(1−RQ)⋅VL⋅R⋅T(p−pH2O) ergibt sich:
thigh = tstop ⋅ OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
V˙in,high ⋅(pO2,in− pO2 ⋅ p−pH2O,inp−pH2O )+OT R ⋅VL ⋅R ⋅T ⋅( pO2 ⋅(1−RQ)p−pH2O −1) (A.15)
Für eine Abschätzung von pO2 wird zunächst ein Steady-State-Wert für den Partialdruck am Ende
der Spülphase berechnet:
d pO2
dt st.st
= 0 = V˙in,low ⋅ pO2,in−V˙out,low ⋅ pO2
VG
−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
VG
(A.16)
Daraus folgt:
pO2,st.st = V˙in,low ⋅ pO2,in−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
V˙in,low ⋅ p−pH2O,inp−pH2O − OT R⋅(1−RQ)⋅VL⋅R⋅Tp−pH2O (A.17)
Der Wert für pO2 ergibt sich dann aus dem Abfall der Stoppphase:
pO2 = V˙in,low ⋅ pO2,in−OT R ⋅VL ⋅R ⋅T
V˙in,low ⋅ p−pH2O,inp−pH2O − OT R⋅(1−RQ)⋅VL⋅R⋅Tp−pH2O −0,5 ⋅ tstop ⋅OT R ⋅
VL ⋅R ⋅T
VG
(A.18)
Eine alternative Methode ist es, lediglich den in der Stoppphase nicht zugeführten Sauerstoff
während des Highflows nachzuführen.
thigh = tstop ⋅ V˙in,lowV˙in,high−V˙in,low (A.19)
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Diese Methode ist sehr einfach, berücksichtigt aber nicht die Atmung und den Effeckt des Aus-
lassvolumenstroms.
A.4. Berechnung der CO2-Konzentration der Mischbatterie mittels O2-Messung
xO2 = V˙1 ⋅0+V˙2 ⋅0,2094V˙1+V˙2 (A.20)
xCO2 = V˙1 ⋅1+V˙2 ⋅0,00038V˙1+V˙2 (A.21)
aus A.20 folgt:
V˙1 = V˙2 ⋅0,2094xO2 −V˙2 (A.22)
eingesetzt in A.21:
xCO2 = 1+ 0,00038−10,2094 ⋅xO2 (A.23)
xCO2 = 1−4,774 ⋅xO2 (A.24)
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